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POVZETEK 

Dandanes z navadno prehrano vnesemo premalo nujno potrebnih snovi za normalno 

delovanje organizma. Z intenzivnim kmetovanjem siromašimo prst in posledično se to 

kaže v hrani, ki ni dovolj bogata z vitamini in minerali. Nadomeščanje vitaminov, 

mineralov in drugih hranil se je razvilo v obliki prehranskih dopolnili, ki so postala velika 

tržna niša. Zaradi ohlapnega nadzora nad njimi se postavlja vprašanje o njihovi kakovosti, 

zato smo se odločili, da preverimo vsebnosti omega-3 maščobnih kislin v prehranskih 

dopolnilih. Naša prehrana vsebuje kompleksne zmesi različnih lipidov, ki vključujejo 

trdne, poltrdne in tekoče maščobe (olja), katerih osnovno strukturo sestavljajo maščobne 

kisline zaestrene z glicerolom v trigliceride. Pomembno vlogo pri nemotenem delovanju 

organizma imajo omega-3 maščobne kisline, ki jih naše telo ne zmore samo sintetizirati, 

zlasti EPK in DHK, ki ju sintetizirajo morski organizmi, plankton. Ker z navadno prehrano 

vnesemo dovolj omega-6 maščobnih kislin, je pomembno, da zaužijemo tudi dovolj 

omega-3 maščobnih kislin, če ne gre drugače, občasno tudi v obliki prehranskih dopolnil. 

Namen magistrskega dela je analizirati naključno izbrane izdelke prehranskih dopolnil, ki 

vsebujejo omega-3 maščobne kisline in primerjati deklarirane vsebnosti na ovojnini 

izdelka s podatki, pridobljenimi z eksperimentalnim delom. Analize maščobnih kislin smo 

se lotili s pretvorbo v pripadajoče metilne estre, ki smo jih naredili po farmakopejski 

metodi B in paralelno z metodo in situ preestrenja. Slednja se je izkazala za bolj 

učinkovito. Vsebnost nastalih metilnih estrov maščobnih kislin smo ugotovili z uporabo 

plinskega kromatografa, sklopljenega z masnim spektrometrom. Koncentracije metilnih 

estrov maščobnih kislin v vzorcih smo kvantificirali s pomočjo njihovih standardov in jih 

nato preračunali v miligrame maščobnih kislin na gram olja (vzorca). Rezultati opravljenih 

analiz so zbrani v obliki tabele, kjer lahko iz vsakega vzorca razberemo, koliko je prisotne 

določene omega-3 maščobne kisline in odstotek odstopanja od deklarirane vrednosti pri 

klasični farmakopejski metodi B in in situ metodi. Glede na deklarirane vrednosti in 

priporočila (USP DSC) večina analiziranih prehranskih dopolnil vsebuje navedene 

koncentracije maščobnih kislin. 

Vsebnosti maščobnih kislin, ugotovljenih s klasično farmakopejsko metodo B, so bistveno 

nižje od in situ metode priprave vzorcev. Razlog je v nepopolni derivatizaciji, zato je 

farmakopejska metoda primerna samo za ugotavljanje razmerja posameznih maščobnih 

kislin, ne pa za absolutno kvantifikacijo.  
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ABSTRACT 

Today, consumption of ordinary food does not provide enough essential substances for the 

normal function of the human body. With intensive farming the soil became depleted of 

and essential components, which has a strong impact on plants we cultivate for food. Food 

is not rich enough in minerals, vitamins and other nutrients. Therefore the use of dietary 

supplements became popular with consequent development of a big market niche. 

Regulation and supervision of dietary supplements is very loose, which brings in question 

the quality of such products. Therefore, we decided to examine the contents of omega-3 

fatty acids in dietary supplements. 

Our food contains a complex mixture of different lipids, which they are in solid, semisolid 

and liquid states. The main part is composed of fatty acids esters with glycerol 

(triglicerides). Omega-3 fatty acids have an important role in human physiology and they 

can not be synthesized in a human body, especially EPA and DHA, which are synthesised 

by marine microorganisms and plankton. With ordinary food we get enough omega-6 fatty 

acids, but we must also provide enough omega-3 fatty acids, occasionally also with dietary 

supplements if there is no other option. 

The purpose of this thesis was to analyse randomly selected dietary supplementary 

products containing omega-3 fatty acids and to compare declared content with 

experimental results. We started the analysis of fatty acids with conversion of fatty acids 

into corresponding methyl esters. The method described in Europeian Pharmacopoeia, 

which was modified was used parallel with in situ method. Latter subsequently proved to 

be more efficient. The content of the generated fatty acid methyl esters was then 

determined using a gas chromatograph connected to mass spectrometer. Concentrations of 

fatty acids in the samples were quantified by reference compounds (standards) and then 

converted into mg of fatty acids per gram of sample(s)/oil. All results are collected in a 

table, where the content of omega-3 fatty acids and deviation from declared content are 

presented according to Pharmacopoeia method B and in situ method. 

The contents of fatty acids defined with Pharmacopoeia method B, are lower then contents 

of fatty acids obtained with in situ method. The main reason is incomplete derivatisation, 

which makes Pharmacopoeia method B appropriate for the determination of fatty acids 

ratios only and not for the absolute quantification.   
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SLOVARČEK IN SEZNAM OKRAJŠAV 

α- LA ali ALA - (angl. alpha-linolenic acid) alfa linolenska kislina   

BF3 – borov trifluorid  

DHA ali DHK - (angl. docosahexaenoic acid) dokozaheksaenojska kislina 

DPA ali DPK - (angl. docosapentaenoic acid) dokozapentaenojska kislina 

EPA ali EPK - (angl. eicozapentaenoic acid) eikozapentaenojska kislina 

F.A.M.E. Mix C20:1-C20:5 – (angl. Fatty Acid Methly Esters) metilni estri maščobnih 

kislin Mix C20:1-C20:5 

FID – (angl. Flame Ionisation Detector) plamenski ionizacijski detektor 

GC – (angl. Gas Chromatography) plinska kromatografija 

GC-MS – (angl. Gas Chromatography - Mass Spectrometry) plinska kromatografija 

sklopljena z masno spektrometrijo 

HDL – (angl. High Density Lipoproteins) lipoproteini visoke gostote 

IUPAC – (angl. International Union of Pure and Applied Chemistry) Mednarodna zveza za 

čisto in uporabno kemijo 

LDL – (angl. Low Density Lipoproteins) lipoproteini nizke gostote 

LK ali LA – (angl. linoleic acid) linolna kislina 

MEMK – metilni estri maščobnih kislin 

MK – maščobna kislina 

m/z – (angl. mass-to-charge value) razmerje mase z nabojem 

nevrogeneza – delitev, razvojna usmeritev in celotni razvoj nezrelih celic do zrelega 

nevrona 

nevrotransmiter –  živčni prenašalec (endogena kemikalija), ki prenaša signale po nevronih 

preko sinapse 

RDA – (angl. Recommended Dietary Allowance) priporočen dnevni odmerek 

RPM – (angl. Rotations Per Minute) obrati na minuto 

S/N – (angl. Signal-to-Noise ratio) razmerje med signalom in šumom 

TMK – trans maščobna kislina 

USP DSC – (angl. United States Pharmacopeial Convention Dietary Supplement 

Standards) Konvencija ZDA za standardizacijo prehranskih dopolnil 

VNMK – večkrat nenasičene maščobne kisline 
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1 UVOD 

Z večanjem števila prebivalstva na Zemlji se povečuje tudi potreba po hrani. Ta je na 

žalost še vedno neenakomerno porazdeljena po zemeljski obli. Kmetijstvo ne dohaja vseh 

potreb po kakovostno pridelani hrani. Z intenzivnim kmetovanjem in obdelovanjem s 

ciljem hitrejše rasti pridelka prst osiromašimo mineralov. Današnja težnja modernega 

človeka je zdrav način življenja, ki vključuje zdravo prehrano, dovolj gibanja in 

obvladovanje stresa. Kot pravi rimski pesnik Juvenalis, avtor latinskega pregovora: ''Mens 

sana in corpore sano'' (zdrav duh v zdravem telesu). 

Znanstveniki ugotavljajo, da v razvitem svetu kar okrog 95 % ljudi ne uživa tistega, kar 

telo potrebuje za ohranitev dobrega zdravja, in prek 70 % ljudi uživa hrano, ki zdravju celo 

škoduje. Vse bolj se uveljavlja mnenje, da je prav pomanjkanje vitaminov in mineralov v 

živilih eden najpomembnejših vzrokov za naraščanje kroničnih degenerativnih bolezni v 

sodobnem svetu. Zato se je povečalo povpraševanje po izdelkih, ki naj bi pripomogli k 

našemu zdravju tudi v povezavi z rastjo športnih in zdraviliških centrov, uspešne 

dejavnosti glavnih ponudnikov (proizvajalcev) na trgu ter dejavnejšega osveščanja 

potrošnikov. Vedno več ljudi se odloča za preventivo, s katero lahko preprečijo razvoj 

bolezni, trendi pa kažejo tudi rastoče povpraševanje po naravnih proizvodih. Želja po 

zdravem načinu življenja, višanje stroškov zdravljenja in staranje prebivalstva so ustvarili 

trg funkcionalnih živil, naravnih proizvodov in prehranskih dopolnil (1). 

 

1.1  Prehranska dopolnila 

Pojem ali termin prehranska dopolnila opredeljuje Pravilnik o prehranskih dopolnilih, ki je 

bil sprejet 30. 07. 2003 (datum prihoda v veljavo je 5. 9. 2003) in povzema Direktivo 

evropskega parlamenta in Sveta o prehranskih dopolnilih, št. 2002/46/EC. 

 Pravilnik o prehranskih dopolnilih je objavljen v Uradnem listu Republike Slovenije in 

opredeljuje prehranska dopolnila kot »živila, katerih namen je dopolnjevati običajno 

prehrano. So koncentrirani viri posameznih ali kombiniranih hranil ali drugih snovi s 

hranilnim ali fiziološkim učinkom, ki se dajejo v promet v obliki kapsul, pastil, tablet in 

drugih podobnih oblikah, v vrečkah s praškom, v ampulah s tekočino, v kapalnih 

stekleničkah in v drugih podobnih oblikah s tekočino in praškom, ki so oblikovane tako, da 

se jih lahko uživa v odmerjenih majhnih količinskih enotah« (1, 2). 
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Pravilnik podaja razlago, da naj pod »hranili« razumemo samo vitamine in minerale, a na 

drugi strani pa najdemo v zakonodaji razlago, da hranilo pomeni tudi beljakovine, 

ogljikohidrate, maščobe, prehranske vlaknine in natrij. V skladu s tem lahko prehranska 

dopolnila poleg vitaminov in mineralov vsebujejo tudi aminokisline, alge, maščobne 

kisline in lecitin, prehranske vlaknine, rastline in rastlinske izvlečke, mikoorganizme, méd 

in čebelje pridelke, encime, olja ter druge snovi s hranilnim ali fiziološkim učinkom, pod 

pogojem, da je njihova varnost v prehrani ljudi znanstveno utemeljena (1, 2, 3).  

Prehranska dopolnila so živila, hrana. Čeprav po svoji obliki in vsebini ter načinu uporabe 

lahko spominjajo na zdravila, to niso (1). Na začetku smo definirali, kaj je prehransko 

dopolnilo. Na tem mestu še je treba definirati, kaj je zdravilo. Po Zakonu o zdravilih, je 

zdravilo vsaka snov ali kombinacija snovi, ki so predstavljene z lastnostmi za zdravljenje, 

preprečevanje ali ugotavljanje bolezni pri ljudeh ali živalih. Za zdravilo velja tudi vsaka 

snov ali kombinacija snovi, ki se lahko uporabljajo pri ljudeh ali živalih ali se daje ljudem 

ali živalim z namenom, da bi se ponovno vzpostavile, izboljšale ali spremenile fiziološke 

funkcije prek farmakološkega, imunološkega ali presnovnega delovanja, ali da bi se 

določila diagnoza (4). 

Kljub nekim skupnim točkam med zdravilom in prehranskim dopolnilom, obstajajo 

bistvene razlike glede namena uporabe ter dokazne učinkovitosti za zdravljenje bolezni in 

bolezenskih stanj. Zdravilo lahko vsebuje prehransko dopolnilo, hranilo, obratno pa to ne 

gre. Če je izdelek s prehranskim dopolnilom predstavljen potencialnemu potrošniku kot 

zdravilo ali da dobi kupec vtis (ovojnina, specifikacija, oglaševanje, navodila za 

uporabo…), da gre za zdravilo, se izdelek avtomatično razvrsti med zdravila. V takem 

primeru preide v pristojnost JAZMP (Javna agencija za zdravila Republike Slovenije). 

Izdelek ne sme biti na trgu, dokler ne pridobi dovoljenja za promet z zdravilom. 

Dovoljenje za promet z zdravilom je zagotovilo za kakovost, varnost in učinkovitost 

zdravil. Le pri zdravilih z dovoljenjem za promet pristojni državni organi preverijo njihovo 

kakovost, varnost, učinkovitost (preden gre izdelek v prodajo). Zdravila so izdelana po 

principu in v skladu dobre proizvodne prakse, ki je pod ustreznim inšpekcijskim nadzorom. 

Zdravila imajo v navodilu za uporabo in na ovojnini verodostojne informacije o področju 

uporabe, indikacijah, opozorilih, učinkovitosti, kontraindikacijah, previdnostnih ukrepih, 

interakcijah, neželenih učinkih. Enako velja za registrirana zdravila rastlinskega/naravnega 

izvora, vključno s tradicionalnimi zdravili (2). 
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Kadar pride do dvoma o tem ali gre za zdravilo ali prehransko dopolnilo, se uporabljajo 

določbe 7. člena Zakona o zdravilih, kjer se s posebnim ugotovitvenim postopkom 

ugotavlja, ali se izdelek uvršča med zdravila ali prehranska dopolnila. Mejni izdelki med 

zdravili in prehranskimi dopolnili se pojavijo predvsem v povezavi z učinkom na 

fiziološke funkcije. Prehranska dopolnila fiziološke funkcije ohranjajo in jih podpirajo, 

medtem ko jih zdravila lahko tudi ponovno vzpostavijo, spreminjajo ali celo izboljšajo (2). 

Kadar se prehransko dopolnilo prvič daje v promet v Republiki Sloveniji, mora 

proizvajalec, uvoznik izdelka, nosilec živilske dejavnosti, ki daje prvič v promet izdelek, o 

tem obvestiti pristojno ministrstvo (Ministrstvo za zdravje RS) z izpolnjeno vlogo v skladu 

s Pravilnikom o prehranskih dopolnilih. Nadzor nad prehranskimi dopolnili izvaja v okviru 

načrtovanega nadzora Zdravstveni inšpektorat Republike Slovenije (2). 

 

1.1.1 Namen in uporaba prehranskih dopolnil 

Zanimanje širše javnosti za uporabo prehranski dopolnil se iz leta v leto veča in s tem tudi 

njihovo uživanje. Raziskava »Nacionalna prehrana in prehranjevanje« (angl. National Diet 

and Nutrition) je pokazala, da kar 40 odstotkov Britancev starih od 19 do 64 let uporablja 

prehranska dopolnila. V Veliki Britaniji je prodaja prehranskih dopolnil v letu 2005 štela 

okrog £ 326 milijonov (3). 

Prehranska dopolnila niso ekvivalent za uravnoteženo prehrano, saj le-ta vsebujejo 

vitamine in minerale v takih količinah, kot jih naše telo potrebuje. Obstajajo pa 

posamezniki in tudi določene skupine ljudi, z visokim tveganjem za pomanjkanje dnevno 

zaužitih hranil, ki upravičeno konzumirajo multivitaminska in mineralna dopolnila in jim 

le-ta prinašajo korist. Te segmentne skupine so: 

- ženske, otroci, najstnice in starejši 

- strogi vegetarijanci ali vegani 

- kronični dietiki, ki dnevno zaužijejo manj kot 1200 kalorij 

- ljudje, ki ne morejo uživati vseh mlečnih izdelkov ali imajo omejitve glede 

izpostavljenosti soncu 

- kronični bolniki (rak, diabetes, AIDS…), ki jemljejo zdravila, sledijo posebnim 

dietam ali okrevajo po operaciji ali travmi 

- alkoholiki 

- kadilci (3). 
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1.1.2 Varnost, interakcije in neželeni učinki prehranskih dopolnil 

Prehransko dopolnilo mora biti varno za uporabo z vidika sestave in primerno označeno ter 

predstavljeno potrošniku. Varno uporabo prehranskih dopolnil med drugim omogoča tudi 

ustrezno označevanje. Neustrezna označba izdelka lahko predstavlja tveganje za 

uporabnika, še posebej v primerih, ko niso navedene vse sestavine izdelka (vključno z 

navedbo vseh možno prisotnih alergenih snovi), rok uporabnosti, kot to določajo predpisi, 

in predpisana opozorila. Poleg z zakonom predpisanih opozoril in navedb mora označba 

prehranskega dopolnila navajati morebitna druga opozorila za uporabnika (npr. če 

obstajajo posebne skupine, ki se naj proizvodu izogibajo). Izdelek mora ustrezati 

mikrobiološkim merilom za živila, ne sme presegati mejnih vrednosti nečistot, ne sme 

vsebovati nedovoljenih novih živil, nedovoljenih aditivov oziroma aditivov v 

koncentracijah, višjih od predpisanih (dovoljenih). Onesnaževalo ali nečistota je snov, ki ni 

namerno dodana hrani. Prisotnost le-te je posledica proizvodnje, izdelave, predelave, 

priprave, obdelave, pakiranja, transporta ali hrambe take hrane ali kot posledica 

onesnaženosti okolja. Nekaj možnih oziroma prisotnih nečistot v prehranskih dopolnilih: 

ostanki težkih kovin (svinec, kadmij, živo srebro), ostanki pesticidov, spojine, ki vsebujejo 

benzenov obroč… Zato se pri preverjanju ustreznosti prehranskih dopolnil glede 

ustreznosti nečistot uporablja Uredba Sveta (EC) št. 315/93 in kasneje sprejeta Uredba 

Komisije (ES) št. 1881/2006 o določitvi mejnih vrednosti nekaterih nečistot v živilih (7). 

Prehransko dopolnilo mora ustrezati splošni živilski zakonodaji. Živil, ki niso varna, ni 

dovoljeno dajati v promet. Šteje se, da živilo ni varno, če je izkazana škodljivost za zdravje 

ali neustreznost za prehrano ljudi. Pri tem se upoštevajo navodila za izvajanje Uredbe (ES) 

št. 178/2002, kjer je natančno popisan in obrazložen 14. člen uredbe, ki govori o varnosti 

živil (2, 7). 

Za neželen učinek zdravila ali prehranskega dopolnila se šteje kakršen koli škodljiv in 

nenameren odziv telesa na zdravilo, kadar se pojavi pri odmerkih, ki se navadno 

uporabljajo za profilakso, diagnozo, za zdravljenje bolezni ali za modifikacijo fiziološke 

funkcije, medtem ko se toksični učinki pojavijo pri odmerkih, ki so večji od priporočenih. 

Za varno se šteje še uživanje mineralov in vitaminov v priporočenih odmerkih do 3 RDA 

(Recommended Dietary Allowance- priporočeni dnevni odmerek), razen za vitamin A in 

D, ki se smeta dalj časa jemati samo v odmerku 1 RDA. Med številnimi izdelki se zaradi 

neurejene zakonodaje na trgu pojavljajo tudi manj kakovostni primerki prehranskih 

dopolnil (proizvodnja zdravil mora delati po načelu dobre proizvodne prakse, medtem, ko 
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za prehranska dopolnila to ni zakonsko obvezujoče). Ko želimo izvedeti, kdo sme 

uporabljati prehranska dopolnila, kateri so možni neželeni učinki, interakcije, 

kontraindikacije, najpogosteje naletimo na naslednje odgovore: ni omejitev, ni interakcij, 

ni neželenih učinkov, ni kontraindikacij, kar pa ne drži popolnoma. Dolgo so zanemarjali 

neželene učinke in interakcije, ki jih lahko povzročijo prehranska dopolnila rastlinskega 

izvora. Preskok v razmišljanju se je spremenil, ko so odkrili, da lahko šentjanževka (lat. 

Hypericum perforatum) in sok grenivke pomembno vplivata na metabolizem številnih 

zdravil (9). 

Podatkov kliničnih študij, ki bi kaj več povedale o samih interakcijah med zdravili in 

prehranskimi dopolnili ni dovolj. Veliko je poročil o posameznih primerih, a malo uradnih 

kliničnih raziskav. Vedno pogosteje se izvajajo in vitro raziskave o možnih 

farmakokinetičnih interakcijah zdravilo-prehransko dopolnilo, predvsem take, ki 

preučujejo vpliv na citokrom P450. Tovrstne raziskave so pomembne, saj se veliko zdravil 

in prehranskih dopolnil presnavlja v jetrih prav preko tega citokroma (posledično so lahko 

prehranski dodatki induktorji ali inhibitorji citokroma P450 in posledično vplivajo na 

farmakokinetiko zdravil) (9). 

Samozdravljenje ali uživanje prehranskih dopolnil je treba prekiniti, če domnevamo, da je 

prišlo do neželenih učinkov in interakcij z zdravili. Nedvoumnega odgovora na vprašanje 

ali je določena prehranska dopolnila varno jemati skupaj z zdravilom, ni mogoče zatrdno 

odgovoriti (9).  Zelo pomembno je, da zdravniki in farmacevti poznajo možne neželene 

učinke in interakcije med zdravili ter prehranskimi dopolnili, ter da se o njih pogovorijo z 

bolniki. Pomembnega dejstva ne smemo zanemariti: prehranska dopolnila niso zdravila in 

zato nimajo nobenih dokazov, da so učinkovita za zdravljenje bolezni (9). 

 

1.2 Maščobne kisline 

Naša prehrana vsebuje kompleksne zmesi različnih lipidov, ki vključujejo trdne, poltrdne 

in tekoče maščobe (olja), katerih osnovno strukturo sestavljajo maščobne kisline zaestrene 

z glicerolom v trigliceride (10). Maščobne kisline so sestavljene iz elementov vodika, 

kisika in ogljika, ki so združeni v ravno ogljikovo verigo različnih dolžin s končno 

karboksilno skupino. Ali drugače povedano: maščobne kisline so biološke molekule, ki 

vsebujejo polarno karboksilno skupino (-COOH) vezano na nerazvejano alifatsko verigo. 



Štefan Sabo                                            Analiza vsebnosti omega-3 maščobnih kislin v prehranskih dopolnilih 

 

6 

 

Polarne lastnosti, včasih ionski naboj izkazuje karboksilna kislina, ogljikova veriga pa kaže 

nepolarne lastnosti (11). 

Maščobne kisline lahko na podlagi kemijske strukture razdelimo na: nasičene MK, enkrat 

nenasičene (mononenasičene- ena dvojna vez) MK in večkrat nenasičene (polinenasičene- 

dve ali več dvojnih vezi) MK (slika 3). V celicah se maščobne kisline vežejo na glicerol v 

obliki estrov. V prosti obliki jih navadno ne najdemo (12). Ogljikova atoma v alifatski 

verigi, ki sta vezana na eno ali drugo stran ogljika z dvojno vezjo, se lahko pojavita v cis 

ali trans konfiguraciji (14). Večina maščobnih kislin se v naravi pojavlja v cis obliki (11). 
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VEČKRAT NENASIČENE MAŠČOBNE KISLINE

 

Slika 1: Strukturne formule nekaterih nasičenih, enkrat in večkrat nenasičenih maščobnih 

kislin (12). 

 

Poimenovanje maščobnih kislin se v literaturi različno navaja. Zato je IUPAC predlagal 

sistemsko nomenklaturo. Je najbolj striktna, saj izključuje katerokoli možnost napačne 

identifikacije. Sistematska metoda poimenuje maščobne kisline le na podlagi števila C-

atomov ter števila in položaja nenasičenih vezi glede na karboksilno skupino. Določi se 

položaj in identiteta (slika 4) substituiranih skupin ter optična aktivnost in konfiguracija 

dvojnih vezi (11). Glede na lego prve dvojne vezi, gledano z metilnega konca molekule, 

delimo nenasičene maščobne kisline na omega-3 in omega-6 maščobne kisline (10).  
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Slika 2: IUPAC štetje (∆ in ω) ogljikovih atomov maščobnih kislin (13). 

Omega-3 maščobne kisline so polinenasičene maščobne kisline dolgih verig (najmanj 18 C 

atomov), od katerih se prva od mnogih dvojnih vezi začne s tretjim atomom ogljika glede 

na metilni konec molekule (10). Pod omega-3 MK štejemo α-linolensko kislino (ALA; 

18:3n-3), eikozapentaenojsko kislino (EPA; 20:5n-3) in dokozaheksaenojsko kislino 

(DHA; 22:6n-3). α-Linolenska kislina in derivati te kisline so esencialne MK. Človeško 

telo jih ni sposobno sintetizirati, zato jih moramo dobiti s hrano.  
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Slika 3: Strukturne formule omega-3 maščobnih kislin (10). 
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Pod omega-6 MK štejemo linolno kislino (LA; 18:2n-6), kjer se ta molekula v telesu 

pretvori v γ-linolensko (18:3n-6) in arahidonsko kislino (20:4n-6) (10, 12). 

 

 

Slika 4: Presnova linolne (omega-6) in α-linolenske (omega-3) kisline (10). 

 

1.2.1 Pomen in vloga maščobnih kislin za organizem 

Od izvora oziroma od sestave lipidov je odvisna naša kakovost zdravja in bivanja. 

Nepravilen izbor lipidov in količina le-teh povzroča sodobne zdravstvene tegobe 

(prekomerna telesna teža, sladkorna bolezen tipa II, srčno-žilni zapleti, visok krvni tlak). 

Na drugi stani pa, če se izogibamo lipidom v prehrani, pa nam kaj hitro zmanjka energije, 

volje, oslabi se imunski sistem, poveča se razdražljivost (12). Ker so maščobe pomemben 

element v prehranski piramidi, se dandanes govori z negativnim prizvokom. Poudarjajo se 

predvsem negativne lastnosti,  premalo pa pozitivni učinki. 

Ko so leta 1923 odkrili VNMK (večkrat nenasičene maščobne kisline), so jih uvrstili med 

vitamine, natančneje vitamin F. Leta 1930 je sledila ponovna razvrstitev VNMK, ko sta 

Burr in Miller dokazala, da VNMK bolj sodijo med lipide kakor med vitamine(14). 
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Nenasičene MK skrbijo in vzdržujejo celovitost celičnih membran. Za nasičene MK je 

značilna ravna veriga C-atomov, medtem ko za nenasičene MK, ki imajo v svoji strukturi 

eno ali več dvojnih vezi, to omogoča, da celična membrana ni tako toga (postane fluidna). 

Ustrezno razmerje nasičenih in nenasičenih MK v lipidnem dvosloju določa fizikalne 

značilnosti celice, na površini katere potekajo encimske pretvorbe. To je pomembno 

predvsem v živčnem tkivu, nevronih. Nenasičene MK so udeležene v imunskih procesih 

(pomanjkanje vodi v dojemljivost za okužbe), so prekurzorji eikozanoidov (tromboksani, 

prostaglandini, levkotrieni) (12,14). Arahidonska kislina in EPK sta prekurzorja številnih 

eikozanaidov. Prostaglandini in tromboksani nastanejo s pomočjo encima ciklooksigenaze, 

levkotrieni pa z encimom 5-lipooksigenazo. Omenjene spojine uravnavajo številne procese 

v telesu, na primer aktivacijo levkocitov in trombocitov, bronhokonstrikcijo, bolečino, 

sekrecijo v želodcu in vnetne procese (10). Koncentracije različnih eikozanoidov morajo 

biti v ravnotežju. Kakšno pa bo ali je to v ravnotežju, pa je odvisno od prisotnosti omega-3 

in omega-6 MK, saj eikozanoidi nastajajo po delovanju istih encimov, vendar imajo 

različno biološko funkcijo. Posledično to pomeni, da je mogoče s količino in razmerjem ω-

3 in ω-6 vplivati na razmerje eikozanoidov oziroma na fiziološke procese, ki jih regulirajo 

(12). VNMK sodelujejo pri metabolizmu in uravnavanju koncentracije holesterola. ω-6 

VNMK niža vrednost celokupnega holesterola, a minimalno vpliva na trigliceride. 

Medtem, ko ω-3 VNMK vplivajo na koncentracijo trigliceridov v krvi. ω-3 VNMK ščitijo 

pred razvojem srčnih aritmij in zmanjšajo možnost tromboembolijskih zapletov. MK 

skrbijo tudi za epidermalno bariero. Nepogrešljivo vlogo imajo VNMK pri rasti in razvoju 

otroškega centralnega živčnega sistema, možganskega tkiva in vida (zadnje trimesečje 

nosečnosti in prva leta otrokovega razvoja). Zato je takrat povečana potreba po VNMK, 

predvsem DHK (14).   

 

1.2.2 Vloga trans maščobnih kislin 

V naravi je večina MK v cis obliki, MK s trans konfiguracijo se pojavljajo v predelanih 

živilih (slika 7). Trans oblike nastanejo pri procesu hidrogeniranja, cvrtju in toplotni 

obdelavi živalskih maščob, rastlinskega in ribjega olja, pri čemer se spremenijo plastičnost 

in tališče. Leta 1984 je bilo ocenjeno, da trans MK predstavljajo 6-8 % skupno zaužitih 

lipidov, vendar se je ta številka do danes spremenila (zmanjšala). Vnos trans MK je 

postavljen pod 1 % celotnega vnosa energije. Predpostavlja se, da imajo trans MK enak 

neugoden učinek na pojav srčno žilnih zapletov, kakor nasičene maščobne kisline. Trans 
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MK vplivajo na koncentracijo LDL holesterola in zmanjšujejo nivo HDL holesterola v 

krvi. Poleg tega pa tudi trans izomere zavirajo delovanje ∆6-desaturaze, ki ima funkcijo 

podaljševanja ali krajšanja verige esencialnih MK, zmanjšujejo rojstno maso, povečujejo 

telesno maso, zmanjšujejo vključevanje drugih MK v celično membrano. Viri trans MK 

vključuje vsa pečena živila, ki vsebujejo delno hidrogenirane rastlinske maščobe. Nekaj 

primerov: čips, piškoti, hitro pripravljena ocvrta hrana … (11, 12, 14, 15). 

O

OH

oleinska kislina

O

OH

elaidinska kislina

HH

H

H

 

Slika 5: Oleinska kislina in njen trans izomer elaidinska kislina (11). 

 

1.2.3 Vnos VNMK v telo 

V uravnoteženi prehrani je vnos energije iz lipidov omejen na 20 do 30 oziroma 35 %. 

Odstotek je večji pri majhnih otrocih (30-35 %) in pri adolescentih (25-35 %). Delež 

nasičenih maščobnih kislin naj ne bi presegel 10 % energijskih potreb. Delež enkrat 

nenasičenih MK naj bi se gibal okoli 10 % in delež večkrat nenasičenih MK okoli 7 % 

energijskih potreb (tabela I). Pomembno dejstvo pri tem je, da moramo paziti na pravilno 

razmerje med ω-6 in ω-3 VNMK. V navadni prehrani je dovolj linolne kisline, ki je 

prekurzor za sintezo ω-6. Zato, do pomanjkanja le-te ne pride. Problem je α-linolenska, ki 

je premalo zaužijemo, poleg tega pa z linolno kislino tekmujeta za iste encimske procese v 

telesu. Ker je (praviloma) linolne kisline več, je pri izrabi procesov uspešnejša, kakor njena 

tekmica α-linolenska kislina, ki je nujno potrebna. Ustrezno razmerje med ω-3 in ω-6 

VNMK je 1:5 ali manj. Na žalost pa je to razmerje v običajni prehrani 1:10 ali celo 1: 20-

25 v prid ω-6. To razmerje je pomembno pri vegetarijancih, pri katerih je edini vnos ω-3 

MK, prav α-linolenska kislina (12,14). 
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Oskrba organizma s pravilnim razmerjem ω-3 in ω-6 VNMK in ustrezno količino, je 

pomembna skozi celotno življenje posameznika. Najbolj pa pride do izraza, ko je otrok še 

v materinem telesu. Potrebe po VNMK so takrat največje, saj se takrat formirajo in 

oblikujejo možgansko tkivo, živčni sistem in vid. Tudi kasneje, ko otrok ni več del matere, 

je treba vnašati zadostno količino VNMK, da se poleg maloprej naštetih stvari še dokončno 

izoblikujejo psihomotorične sposobnosti otroka. Tako je med nosečnostjo (zadnje tri 

mesece) in dojenjem priporočljiv odmerek 100 do 200 mg DHK dnevno. Otroci stari od 6 

mesecev in do 24 mesecev bi naj dnevno zaužili 100 mg DHK. Priporočljiva dnevna 

količina za otroke od 2 do 18 let je enaka kakor za odraslo populacijo (1 do 2 obroka 

mastnih rib na teden ali 250 mg EPK in DHK na dan) (12). 

Ker ni nekih poenotenih smernic za jemanje VNMK, je tudi temu primerno več podatkov 

in priporočil kaj in koliko jemati. 

 

Tabela I: Priporočila za uživanje esencialni maščobnih kislin pri odraslih (15). 

 

 

Klinične in epidemiološke študije priporočajo dnevni vnos od 200 mg do 650 mg 

dolgoverižnih ω-3 MK in 18 g VNMK (15). 

 

1.2.4 Viri esencialnih maščobnih kislin 

Ker z navadno prehrano vnesemo dovolj ω-6 MK, je zato treba nameniti več pozornosti 

temu, kaj zaužiti, da bo se razmerje med ω-3 in ω-6 VNMK zmanjšalo. Viri ω-6 MK so: 

sončnično, sezamovo, bučno, koruzno olje, hrana živalskega izvora (meso in mlečni 

izdelki). Ker je ω-6 MK na dnevnem jedilniku dovolj, je treba povečati vnos hrane bogate 

z ω-9 in ω-3 MK. Živalski vir ω-3 MK so mastne ribe globokih severnih morij (divji losos, 

polenovka, skuša, slanik, sardela, tuna, sled …). Od rastlinskih virov pa najbolj izstopa 
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laneno seme oz. iz njega iztisnjeno olje. Izvrsten je zaradi razmerja med ω-3 in ω-6 VNMK 

(3,5:1 v korist ω-3 MK). Laneno seme vsebuje le α-linolensko kislino. Tudi olje črne 

koprive (Perilla frutescens) je bogat rastlinski vir ω-3 MK, saj vsebuje 60 % α-linolenske 

MK. Na trgu so dostopna tudi jajca, obogatena z ω-3 MK (če je vonj po ribah nezaželen). 

Vir DHK in EPK pa so morski organizmi, ki se hranijo s planktonom, saj sinteze DHK in 

EPK ne zmorejo. Vir ω-3 MK so tudi stročnice, žitarice, alge, orehi, vendar pa so le morski 

organizmi vir DHK in EPK (sinteza poteka v algah in fitoplanktonu, ki predstavlja njihovo 

hrano). Ni dovolj, da poskrbimo za pravilno prehranjenost z maščobami, potrebno je tudi 

varovanje pred oksidacijo maščob, zadosten vnos vlaknin, ki v črevesu vežejo nasičene 

maščobe in mehčajo blato. Ker se pri metabolizmu maščob tvorijo reaktivne kisikove 

spojine, je pomembno ob vnosu maščob v telo tudi vnesti antioksidante (10, 12, 14). 

 

1.2.5 Uporaba ω-3 maščobnih kislin 

- srčno-žilne bolezni 

Za nastanek srčno-žilnih bolezni je vzrok genske narave in vpliv okolja. Slednji je tisti, na 

katerega lahko vplivamo z načinom življenja in prehrane. Omenjene maščobne kisline tako 

zmanjšajo možnost nastanka ateroskleroze, nižajo vrednost krvnega tlaka, znižujejo 

vrednost trigliceridov, zmanjšajo možnost za nastanek strdkov, zmanjšajo možnost 

ponovnega infarkta. Priporočen dnevni odmerek je 1 g EPK in DHK. 

- vnetne in avtoimune bolezni 

Številne študije potrjujejo, da ω-3 maščobne kisline lahko uravnavajo vnetje in imunske 

reakcije (metabolizem eikozanoidov). Rezultati so privedli do spoznanja, da je možno 

lajšati tovrstne tegobe. 

- rak 

Opravljene študije na živalih in tudi na ljudeh potrjujejo, da redno uživanje rib, ribjega 

olja, v glavnem produktov, bogatih z ω-3 maščobnimi kislinami, zmanjšajo tveganje za 

nastanek raka širokega črevesa, prostate in prsi. Učinek naj bi bil posledica številnih 

mehanizmov v spremembi rakastih celic kakor v spremenjenih lastnostih gostiteljevih 

celic. Povsem natančno mehanizmi niso znani, saj so še predmet raziskav. Kljub temu pa 

številni strokovnjaki zagovarjajo uporabo ω-3 maščobnih kislin pri rakavih bolnikih, da se 

okrepi njihov imunski sistem in da preprečijo prevelike izgube telesne mase. 

- depresija 
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Študije opravljene na bolnikih z diagnozo depresije, so pokazale pomanjkanje ω-3 

maščobnih kislin. To kaže, da imajo molekule ω-3 maščobnih kislin določeno vlogo v 

patogenezi depresije. S študijami, opravljenimi na podganah, so znanstveniki dognali, da je 

pomanjkanje ω-3 maščobnih kislin povezano z moteno nevrotransmisijo v 

serotoninergičnem in dopaminergičnem sistemu, kar vodi do zmanjšanega števila D2 in 

povečanega 5-HT2 receptorjev v frontalnem korteksu. Slednje bi naj imelo pomembno 

vlogo pri patofiziologiji depresije. Zato obstaja verjetnost, da se bodo ω-3 maščobne 

kisline, v prihodnosti uveljavile kot alternativno zdravljenje depresije in drugih motenj 

razpoloženja. 

- nosečnost in dojenje 

Za rast, razvoj in delovanje živčnih celic so pomembne ω-3 maščobne kisline, predvsem 

DHK. Zmanjšana količina DHK v obdobju razvoja možganov lahko privede do napak v 

nevrogenezi, metabolizmu nevrotransmiterjev, oteženem učenju, motenj v vidu. 

Novorojenčki in dojenčki, ki uživajo materino mleko, so odvisni od količine DHK v 

mleku. Zato mora mati s prehrano zagotoviti zadostno količino ω-3 maščobnih kislin, saj 

maščobne kisline prehajajo skozi materino mleko do otroka. Posledice zmanjšanega vnosa 

se pri otroku kažejo v slabšem vidu in okrnjenem razvoju možganov. Zaradi možnosti 

vnosa težkih kovin z uživanjem morske hrane se je priporočljivo izogibati prevelikemu 

uživanju rib (morski pes, tuna, skuša, mečarica) in na raje posežejo po prehranskih 

dopolnilih z ω-3 maščobnimi kislinami, kjer ni prisotnih težkih kovin. Nikakor pa to ne 

pomeni, da se odpovedo ribjim jedem.  

Priporočila 

ω-3 maščobne kisline so del prehrane in jih vnašamo v telo. Primerne so za vse ljudi, ker 

imajo kar nekaj pozitivnih učinkov in ne predstavljajo nevarnosti za zdravje. Dobro jih 

uživati že iz vidika, saj jih v telo ne vnesemo v zadostnih količinah. Kot prehransko 

dopolnilo se priporoča: 

- bolnikom z večjim tveganjem za srčno-žilne bolezni 

- bolnikom, ki so že preboleli miokardni infarkt 

- bolnikom s hipertenzijo 

- bolnikom s hipertrigliceridemijo 

- pri težavah z luskavico 

- bolnikom z revmatiodnim artritisom 

- pri vseh vnetnih procesih 
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- nosečnicam in doječim materam 

- in vsem, ki z nezadostnim vnosom maščob dobijo iz raznolike prehrane premalo ω-

3 maščobnih kislin (10, 12, 15). 

 

1.3 Plinska kromatografija z masno spektrometrijo (GC-MS) 

Kromatografija, separacijska tehnika, je bila ''rojena'' leta 1903, ko je ruski botanik M.S. 

Tsvet na varšavski univerzi pripravil javno predavanje, kjer je predstavil novo separacijsko 

tehniko. Naslov predavanja, ki ga je botanik M.S. Tsvet imel, je bil: ''On a New Category 

of Adsorption Phenomena and Their Application to Biochemical Analysis''. Javno je razkril 

oziroma predstavil širokopotezne rezultate raziskav, ki jih je opravil na rastlinskih listih 

(listni pigmenti). Raziskave, ki jih je do tedaj opravil, so vodile v izpopolnjevanje metode 

(tehnike), ki je dovoljevala ali omogočala separacijo barvil (pigmentov) z rastlinskih listov. 

V nadaljnjih letih je novo tehniko izpopolnil- kasneje je postala znana pod imenom 

kromatografija (16). Kromatografija je separacijska tehnika, pri kateri posamezne 

komponente v zmesi ločimo med seboj. V praksi je pomembno, da to dosežem tudi v 

realnem času (17). 

Plinska kromatografija (angl. Gas Chromatography), je analizna separacijska metoda, 

katere začetki uporabe segajo več kot 60 let nazaj in je zelo razširjena v današnjem času. Z 

njo ločimo hlapne komponente. Prednosti metode so v njeni ponovljivosti, natančnosti in 

dobri ločljivosti komponent ter vsestranskosti (17,18). Pri plinski kromatografiji (slika 8) 

se vzorec po injiciranju pri temperaturi nad vreliščem uplini in loči zmes na sestavne delce. 

Nosilni plin prenese zmes spojin skozi kolono, ki je napolnjena z adsorbentom ali nosilcem 

stacionarne faze v detektor. Najpomembnejša naloga pri plinski kromatografiji je izbor 

stacionarne faze. Velja pravilo, da za nepolarne spojine uporabimo nepolarne stacionarne 

faze in za polarne spojine polarne stacionarne faze (19). Nosilni plin (mobilna faza) ima 

nalogo, da potuje skupaj z vzorcem do detektorja. Kot nosilni plini v mobilni fazi se 

uporabljajo zelo čisti, inertni plini, ki ne vsebujejo vlage, kisika in ogljikovodikov. Pogoj 

je, da se ne vežejo na adsorbent oziroma stacionarno fazo. Pogosto uporabljamo helij in 

vodik, manj pa argon in dušik (20). 
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Slika 6: Shema osnovnih delov plinskega kromatografa (GC) (18). 

Injektor, ki je sestavni del GC aparata ima vlogo aplikatorja, ki da preiskovano spojino ali 

snov v / na kolono. Izbor injektorja je odvisen od vrste kolone. Injiciranje je ključen 

postopek pri analizi, zato ga je treba izvesti v čim krajšem času (17). Na vzorec delujejo 

različne kemijske interakcije s stacionarno fazo. Spojine imajo različne lastnosti in 

porazdelitvene koeficiente, glede na te parametre pride do ločbe (18). Posamezni 

koeficienti so odvisni od topnosti spojine v stacionarni fazi in od parnega tlaka spojine v 

mobilni fazi. Kolona je jedro plinske kromatografije, saj poteka ločba uparjene zmesi. 

Gradient za ločbo zagotovimo s spreminjanjem (višanjem) temperature kolone v 

termostatu (pečici), ki je od zunanje okolice dobro izolirano. Kolone so izdelane iz jekla, 

stekla, medenine in najlona. Večinoma se uporabljajo kapilarne kolone s premerom od 0,2 

mm do 0,4 mm in dolžine nad 50 m. Tovrstna kolona je brez polnila, stacionarna faza je 

nanesena v tankem filmu po notranji strani kapilare. Prednost tovrstne kapilarne plinske 

kromatografije je v izredno veliki ločljivosti, čas analize pa je kratek. Kapaciteta kapilarne 

kolone je zelo majhna, zato se uporablja indirektno injiciranje vzorca. Injiciran vzorec se 

pomeša z inertnim, nosilnim plinom. Homogena zmes plina in vzorca se razdeli na dva 

dela; en zapušča sistem, drug gre na kolono (20). Na koncu kromatografske kolone je 

nameščen detektor, ki zazna komponente, ki se izločijo iz kolone po vrstnem redu in glede 

na retencijske čase komponent v koloni (18). Masna spektrometrija (MS) je nepogrešljiva 

analizna tehnika v naravoslovnih vodah. Osnovni princip MS temelji na generiranju ionov 

iz anorganskih in/ali organskih spojin s primerno metodo, ločitev teh ionov z njihovim 

razmerjem masa-naboj (m/z) in kvalitativno ter kvantitativna detekcija teh ionov glede na 
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posamezne m/z. Masni spektrometer je sestavljen iz izvora ionov, masnega analizatorja in 

detektorja, ki delujejo pod pogoji visokega vakuuma. MS proces je destruktivna metoda. 

Cilji dela z MS so ugotoviti molekulsko maso, molekulsko formulo in molekulsko 

strukturo iz fragmentov (19). 

 

Slika 7: Shema instrumenta GC-MS (19). 

Plinska kromatografija in masna spektrometrija sta ločena analizna postopka, ki pa med 

sabo zelo dobro sodelujeta (slika 7 in 8). Plinska kromatografija loči komponente 

mešanice, medtem ko masna spektrometrija vsako komponento posebej identificira. 

Analitik lahko s kombinacijo teh dveh analiznih tehnik kvalitativno, z uporabo referenčnih 

spojin ali standardov še kvantitativno, ovrednoti posamezne spojine v analizirani zmesi 

(12). 

 

 

Slika 8: GC-MS analizator na Katedri za farmacevtsko biologijo (Fakulteta za farmacijo). 
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2 NAMEN DELA 

Uporaba prehranskih dopolnil je zelo priljubljena in stalno raste, vendar ti izdelki niso tako 

strokovno nadzorovani, kot je to v veljavi pri zdravilih. Cilj naloge je z ustrezno 

metodologijo ugotoviti vsebnost ω-3 maščobnih kislin v naključno izbranih prehranskih 

dopolnilih, ki jih je možno kupiti na slovenskem trgu (lekarne, specializirane prodajalne, 

trgovine z živilskim blagom …). Preveriti oziroma primerjati želimo vsebnosti ω-3 

maščobnih kislin, ki so navedene na ovojnini in vrednosti, ki jih bomo dobili z 

eksperimentalnim delom ustrezne metodologije in ugotoviti ali ustrezajo navedeni 

specifikaciji, oziroma za koliko odstopajo. 

Najprej bomo poskušali ugotoviti vsebnost in sestavo maščobnih kislin z modificirano 

farmakopejsko metodo (Ph. Eur.). Pri tej metodi bo ekstrakciji lipidov sledila pretvorba 

maščobnih kislin v pripadajoče metilne estre z brezvodnim metanolu v alkalnem mediju in 

analiza s plinsko kromatografijo. Zaradi večje zanesljivosti bomo paralelno izvedli še in 

situ metodo derivatizacije maščobnih kislin z BF3 v metanolu v alkalnem mediju brez 

predhodne ekstrakcije lipidov. 
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3 MATERIALI IN METODE 

3.1 Materiali 

3.1.1 Vzorci 

Vzorci ali prehranska dopolnila z omega-3 maščobnimi kislinami, smo kupili v živilski 

prodajalni Spar®, specializirani prodajalni-drogeriji DM® in v Lekarni Nove Poljane. Pri 

tem moramo izpostaviti dejstvo, da je bil izbor prehranskih dopolnil naključen in z 

opravljenimi analizami želimo izvedeti, koliko določeno prehransko dopolnilo ne glede na 

proizvajalca vsebuje omega-3 nenasičenih maščobnih kislin. Večina preiskovanih vzorcev 

je v obliki želatinastih kapsul, razen farmakopejskega ribjega olja (Iecoris Oleum), ki je 

ustekleničeno. 

Tabela II: Seznam analiziranih prehranskih dopolnil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ime izdelka, 
prehranskega 

dopolnila 

Proizvajalec, 
dobavitelj 

Ime izdelka, 
prehranskega 

dopolnila 

Proizvajalec, 
dobavitelj 

MOR EPA® Minami Nutrition Cod Liver Oil Health Spark 

Cod Liver Oil 
Omega 3 

Natural Wealth Krill olje 
Biopharma 

Norway 
Iecoris Oleum – 

ribje olje 
Lekarna Nove 

Poljane Ljubljana 
Lososovo olje 

omega 3 
Hafesan 

Neptune Krill 
Oil 

Now® Foods Lyprinol Medicinalis+ 

Omega 3 forte Dr. Böhm 
Neptune Krill 

Oil 
Natura Medica 

Omega 3 ribje 
olje v kapsulah 

Pharma 
Nutrilab® 

Omega 3 Cardio Natural Wealth 

Fit Omega 3 
Vital Slim  by 
Maxximum 

Omega 3 Drogerie Markt 

Omega 3 Junior Natural Wealth RibaMed® 1000 Fidimed 

Omega 3 Natal Natural Wealth 
Seefischoel 
Omega 3 

Doppel Herz®, 
Quiesser Pharma 

Omega 3 Neuro Natural Wealth SensOmega Sensilab® 

Omegavit Marifit 

Super Omega 3 Now® Foods 

Super Krill 
Omega 3® - 
krilovo olje 

Medicinalis+ 
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3.1.2 Reagenti 

Topila 

- prečiščena voda (Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani) 

- heptan, p.a. (Carlo Erba, Milano, Italija) 

Reagenti za pripravo metilnih estrov 

- metanol, p.a. (Panreac, Barcelona, Španija) 

- dimetilkarbonat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija) 

- natrijev hidroksid, p.a. (Merck, Darmstadt, Nemčija) 

- 14 % borov trifluorid v metanolu, pro synthesis (Merck, Darmstadt, Nemčija) 

- natrij (Ridel de Haën, Seelze bei Hannover, Nemčija) 

Standard 

- F.A.M.E. Mix C20:1 – C20:5 (SUPELCO, Sigma Aldrich, Steinheim, Nemčija)  

Ta standard smo uporabili, da smo preverili primernost metode. Ker smo želeli 

kvantificirati točno določene omega 3 maščobne kisline v prehranskih dopolnilih smo 

zato raje izbrali posamezne standarde izbranih omega 3 maščobnih kislin. 

- DHA (dokozaheksaenojska kislina) 10,0 mg/mL v heptanu (SUPELCO, Sigma 

Aldrich, Steinheim, Nemčija) 

- EPA (eikozapentaenojska kislina) 10,0 mg/mL v heptanu (SUPELCO, Sigma 

Aldrich, Steinheim, Nemčija) 

- DPA (dokozapentaenojska kislina) 10,0 mg/mL v heptanu (SUPELCO, Sigma 

Aldrich, Steinheim, Nemčija) 

- α-LA (alfa linolenska kislina) 10,0 mg/mL v heptanu (SUPELCO, Sigma Aldrich, 

Steinheim, Nemčija). 
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3.1.3 Aparature in laboratorijska oprema 

Tehtanje 

- analizna tehtnica KERN ALS 120-4 (Kern & Sohn GmbH, Balinger, Nemčija) 

- analizna tehtnica PC 2000 (Mettler Toledo, Zürich, Švica) 

Raztapljanje  

- ultrazvočna kadička Sonorex Digitec (Bandelin, Berlin, Nemčija) 

Ekstrakcija 

- avtomatske pipete Proline 0,5-10 µL, 10-100 µL, 100-1000 µL (Biohit, Helsinki, 

Finska) 

- plastične epruvete z zamaškom na navoj, 14 mL (TPP, Trasadingen, Švica) 

- plastične epruvete z zamaškom Standard Micro Test Tube 3810X (Eppendorf, 

Hamburg, Nemčija) 

Centrifugiranje 

- centrifuga Centric 400 R (Tehtnica, Železniki, Slovenija) 

Plinska kromatografija z masnim detektorjem (GC-MS) 

Sistem: GCMS – QP2010 Ultra (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonska) 

Kolona: kapilarna kolona Rxi-5 Sil MS, 30 m x 0,25 mm, 0,25 µm 5 % difenil / 95 % 

dimetilpolisiloksan (Restek, Bellefonte, PA, ZDA) 

Računalniški program GCMS Solution 2.3 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonska) 

3.2 METODE 

3.2.1 Meja detekcije in kvantifikacije standardov  

Mejo detekcije in kvantifikacije smo izračunali iz koncentracije in razmerja S/N 

(signal/šum) za α-linolensko kislino v raztopini standarda:  

c(A) koncentracija α-linolenske kisline v standardu (0,100 mg/mL) 
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S/N razmerje signal s šumom (33,97) 

Mejna koncentracija za detekcijo: c(A) × 3 ÷ (S/N) = 

                                                       = 0,100 mg/mL × 3 ÷ 33,97 = 

                                                       = 0,00883 mg/mL = 8,83 ×10-3 mg/mL 

Mejna koncentracija za kvantifikacijo: c(A) × 10 ÷ (S/N) = 

                                                               = 0,100 mg/mL × 10 ÷ 33,97 = 

                                                               = 0,00294 mg/mL = 2,94 ×10-3 mg/mL 

Mejo detekcije in kvantifikacije smo izračunali iz koncentracije in razmerja S/N za EPK v 

raztopini standarda:  

c(A) koncentracija EPK v standardu (0,100 mg/mL) 

S/N razmerje signal s šumom (5,50) 

Mejna koncentracija za detekcijo: c(A) × 3 ÷ (S/N) = 

                                                        = 0,100 mg/mL × 3 ÷ 5,50 = 

                                                        = 0,0546 mg/mL  = 5,46 ×10-2 mg/mL 

Mejna koncentracija za kvantifikacijo: c(A) × 10 ÷ (S/N) = 

                                                               = 0,100 mg/mL × 10 ÷ 5,50 = 

                                                               = 0,182 mg/mL  = 1,82 ×10-1 mg/mL 

Mejo detekcije in kvantifikacije smo izračunali iz koncentracije in razmerja S/N za DHK v 

raztopini standarda: 

c(A) koncentracija DHK v standardu (0,100 mg/mL) 

S/N razmerje signal s šumom (5,26) 

Mejna koncentracija za detekcijo: c(A) × 3 ÷ (S/N) = 

                                                        = 0,100 mg/mL × 3 ÷ 5,26 =  
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                                                        = 0,0570 mg/mL = 5,7 ×10-2 mg/mL 

Mejna koncentracija za kvantifikacijo: c(A) × 10 ÷ (S/N) = 

                                                               = 0,100 mg/mL × 10 ÷ 5,26 = 

                                                               = 0,190 mg/mL = 1,90 ×10-1 mg/mL 

Mejo detekcije in kvantifikacije smo izračunali iz koncentracije in razmerja S/N za DPK v 

raztopini standarda: 

c(A) koncentracija DPK v standardu (0,100 mg/mL) 

S/N razmerje signal s šumom (5,81) 

Mejna koncentracija za detekcijo: c(A) × 3 ÷ (S/N) = 

                                                        = 0,100 mg/mL × 3 ÷ 5,81 = 

                                                        = 0,0516 mg/mL = 5,16 ×10-2 mg/mL 

Mejna koncentracija za kvantifikacijo: c(A) × 10 ÷ (S/N) = 

                                                               = 0,100 mg/mL × 10 ÷ 5,81 = 

                                                               = 0,172 mg/mL = 1,72 ×10-1 mg/mL     

Linearnost umeritvene premice je ovrednotena z r2. Vrednost r2 = 0,9999 (za standardne 

raztopine). Koncentracije pripravljenih standardov ali referenčnih raztopin so bile: 1,0 

mg/mL, 0,50 mg/mL in 0,10 mg/mL, kar predstavlja tudi območje umeritvenih premic. 

Referenčnih spojin nismo združevali v skupni raztopini, ampak smo jih analizirali 

posamezno. Iz teh treh koncentracijskih območij smo dobili (izmerili) umeritveno premico.    

α- linolenska kislina r2 = 0,9999 

EPK  r2 = 0,9999      

DHK r2 = 0,9998      

DPK  r2 = 0,9999 
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4  EKSPERIMENTALNI DEL 

4.1 Ugotavljanje sestave omega-3 maščobnih kislin z modificirano farmakopejsko 
metodo B 

Za analizo sestave omega-3 maščobnih kislin v naključno izbranih prehranskih dopolnilih 

smo uporabili modificirano farmakopejsko metodo B. Najprej smo natehtali 0,1 g (100 mg) 

vzorca. Ker je večina vzorcev v obliki olj v želatinastih kapsulah, smo morali pridobiti 

vsebino olja vzorca tako, da smo z iglo zbodli v kapsulo in vsebino iz nje iztisnili v 

ependorfko. Natehtani vzorci smo prenesli v 14 mL plastične epruvete z zamaškom. 

Vzorcem smo dodali 1 mL heptana in 1 mL dimetilkarbonata. Epruvete smo zamašili in 

krepko mešali ter greli vzorce v ultrazvočni kadički pri temperaturi 50 – 60 °C. Ko je bila 

zmes še topla, smo ji dodali 1 mL raztopine natrijevega metilata, ki smo ga pripravili z 

raztapljanjem 1,2 g natrija v 100 mL brezvodnega metanola. Temu je sledilo 5 minutno 

mešanje. Po približno petih minutah smo dodali 3 mL prečiščene vode in 30 sekund 

intenzivno mešali. Sledilo je centrifugiranje za 15 minut pri 1500 g. S tem smo dosegli, da 

sta nastali dve fazi. Zgornjo fazo smo ločili iz epruvete in jo odpipetirali v vialo. Redčili 

smo jo v razmerju 1:20 (50 µL vzorca + 950 µL heptana). Redčen vzorec smo odpipetirali 

v novo vialo in aplicirali v GC-MS. Postopek smo ponovili za vse vzorce, ki smo jim želeli 

ugotoviti vsebnost omega-3 maščobnih kislin v prehranskem dopolnilu. 

Plinska kromatografija z masno spektroskopijo (farmakopejska metoda B) 

Kromatografske razmere:  

- kapilarna polidimetilsiloksanska kolona, 30 m x 0,25 mm, 0.25 µm debela 

stacionarna faza (v farmakopeji je stacionarna faza makrogolna) 

- nosilni plin: helij s pretokom 1 mL/ min (v famakopeji je pretok 0,9 mL/ min) 

- način injiciranja: split (1:100) 

- temperaturni program: začetno temperaturo kolone smo nastavili na 160°C, potem 

je temperatura naraščala za 3°C/min do 250°C 

- temperatura injektorja: 250 °C 

- temperatura ionskega izvora: 200 °C 

- temperatura vmesnika: 280 °C 
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- volumen injiciranja: 1 µL 

- napetost na detektorju: 1 kV 

- celokupen čas analize: 30 min 

4.2 Ugotavljanje sestave omega-3 maščobnih kislin z metodo in situ preestrenja 

Vsebnost in sestavo omega-3 maščobnih kislin v preiskovanih vzorcih smo poleg klasične 

farmakopejske metode ugotavljali z modificirano metodo po Parku in Goinsu (12). Najprej 

smo natehtali 0,1 g preiskovanega vzorca v plastično epruveto z zamaškom na navoj 

(volumen epruvete 14 mL). Točno vrednost zatehte smo si zapisali in k vzorcu dodali 1 mL 

0.5 M NaOH v metanolu. Epruveto smo zamašili z zamaškom in segrevali na vodni kopeli 

10 minut pri 90°C. Po desetih minutah smo epruveto vzeli iz kopeli in jo ohladili na sobno 

temperaturo. Nato smo dodali 2 mL 14 % BF3 v metanolu, zamašili epruveto z zamaškom 

in jo dali v vodno kopel za 10 minut pri 90°C. Po iztečenem času smo epruveto vzeli iz 

vodne kopeli in jo ohladili na sobno temperaturo. Nato je sledil dodatek 1 mL heptana v 

epruveto ter enominutno močno stresanje vsebine v zamašeni epruveti. Sledilo je 

desetminutno centrifugiranje pri 3000 RPM (22°C). Po končanem centrifugiranju, ko sta v 

epruveti nastali dve plasti, smo gornjo odpipetirali v označeno vialo ter vzorec aplicirali na 

GC-MS aparaturo. Ostanek v plastični epruveti smo zavrgli.  

Zaradi visoke koncentracije nekaterih estrov maščobnih kislin smo morali za kvantifikacijo 

teh estrov vse vzorce 20-krat redčiti, ki smo jo izvedli tako, da smo 50 µL vzorca 

odpipetirali v novo vialo in dodali 950 µL heptana ter dali v GC-MS na analizo.  

Plinska kromatografija z masno spektroskopijo (in situ metoda) 

Kromatografske razmere:  

- kapilarna polidimetilsiloksanska kolona, 30 m x 0,25 mm, 0.25 µm debela 

stacionarna faza  

- nosilni plin: helij s pretokom 1 mL/ min  

- način injiciranja: split (1:100) 

- temperaturni program: začetno temperaturo kolone smo nastavili na 160 °C, potem 

je temperatura naraščala za 3°C/min do 250°C 
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- temperatura injektorja: 250°C 

- temperatura ionskega izvora: 200°C 

- temperatura vmesnika: 280°C 

- volumen injiciranja: 1 µL 

- napetost na detektorju: 1 kV 

- celokupen čas analize: 30 min 

Kromatografske razmere so enake, kakor pri modificirani farmakopejski metodi B. 

4.3 Izračun vsebnosti omega-3 maščobnih kislin na gram vzorca (vsebine olja) 

Koncentracije, ki nam jih je podal računalnik po končani analizi, so bile v enotah mg/mL. 

To velja za vzorce analizirane z in situ metodo in za vzorce analizirane s farmakopejsko 

metodo. Ker pa smo vse vzorce predhodno redčili 20-krat in je bila zatehta vzorca 0,1 g, 

smo vrednosti analiziranih vzorcev, ki nam jih je podal računalnik pomnožili s faktorjem 

200, da je preračunana koncentracija omega-3 maščobne kisline izražena na 1000 mg olja. 

Račun: m (preračunana) = [mg ω-3 m.k. ÷ 1000 mg olja]  

mg ω-3 m.k. = masa pridobljena iz rezultata analize in pomnožena s faktorjem redčitve 

(200 krat) 

1000 mg olja = je enota, na katero smo izračunali maso prisotne določene ω-3 maščobne 

kisline. 

4.4 Priprava standardov 

Raztopine standardov smo pripravljali dvakrat. Prva priprava standardnih raztopin je 

vsebovala mešanico (F.A.M.E. mix C20:1 – C20:5). Naredili smo jo v treh različnih 

koncentracijah. Prva raztopina je vsebovala 400 µL (EPA+DHA+DPA+α-LA) F.A.M.E. 

mix-a h kateri smo dodali 600 µL heptana. Tako smo dobili t.i. MIX 1. Druga raztopina 

standarda je vsebovala 150 µL MIX 1 raztopine kateri smo dodali 150 µL heptana (MIX 

2). Tretja raztopina standarda je vsebovala 100 µL MIX 1 raztopine kateri smo dodali 900 

µL heptana (MIX 3). Ker se ta vrsta standarda ni obnesla na kromatografski ločbi (ne 

dovolj razločni vrhovi posameznih ω-3 maščobnih kislin in kopice drugih prisotnih 
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maščobnih kislin, ki niso del našega eksperimentalnega dela), smo se odločili, da naredimo 

nove raztopine standardov. 

Druga priprava standardov je bila narejena brez F.A.M.E. mešanice. Odločili smo se, da 

bomo naredili standardne raztopine iz vsake certificirane viale z določeno ω-3 maščobno 

kislino. Prva raztopina standarda je vsebovala (30 µL EPA + 30 µL DHA + 30 µL DPA + 

30 µL α-LA) skupno 120 µL posameznih certificiranih omega-3 maščobnih kislin, katerim 

smo dodali 180 µL heptana. Druga raztopina standarda je vsebovala (15 µL EPA + 15 µL 

DHA + 15 µL DPA + 15 µL α-LA) skupno 60 µL posameznih certificiranih omega-3 

maščobnih kislin, katerim smo dodali 240 µL heptana. Tretja raztopina standarda je 

vsebovala 3 µL EPA + 3 µL DHA + 3 µL DPA + 3 µL α-LA) skupno 12 µL posameznih 

certificiranih omega-3 maščobnih kislin, katerim smo dodali 288 µL heptana.  

Slednja priprava standardov, se je izkazala za veliko boljšo in iz umeritvene krivulje je 

lažje bilo definirati, katere in koliko določene omega-3 maščobne kisline je prisotne.  

Koncentracije pripravljenih raztopin standardov so naslednje: 

RS1: 1,0 mg/mL 

RS2: 0,5 mg/mL 

RS3: 0,1 mg/mL 

 

Pripravljene raztopine standardov smo aplicirali na GC-MS sistem, pri enakih 

kromatografskih razmerah kot smo aplicirali raztopine vzorcev, pripravljenih s 

farmakopejsko in z in situ metodo (glej poglavje PRILOGE). 
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5  REZULTATI IN RAZPRAVA 

V eksperimentalni del naloge smo vključili naključno izbrana prehranska dopolnila, ki 

vsebujejo ω-3 nenasičene maščobne kisline. Število vzorcev, ki smo jih z in situ metodo in 

s klasično, modificirano farmakopejsko metodo B, je bilo 23. Rezultati eksperimentalnega 

dela so predstavljeni v nadaljevanju v tabeli III. Pri analizi ω-3 nenasičenih maščobnih 

kislin smo se osredotočili na rezultate ali na t.i. prisotnost izbranih ω-3 nenasičenih 

maščobnih kislin. Kvantitativno smo želeli z obema analiznima metodama ovrednotiti α-

linolensko kislino, EPK (eikozapentaenojsko kislino), DHK (dokozaheksaenojsko kislino) 

in DPK (dokozapentaenojsko kislino), katerih vsebnosti so navadno podane na ovojnini 

prehranskega dopolnila. 

Evropska farmakopeja poleg ugotavljanja omega-3 maščobnih kislin s postopkom plinske 

kromatografije, predpisuje tudi ugotavljanje le-teh s tekočinsko kromatografijo visoke 

ločljivosti (22). Razlogov, za kaj se nismo odločili za izbiro te metode, je kar nekaj: 

nerazpoložljivost HPLC aparature, uporaba diferencialnega refraktometra, kompleksnejša 

priprava vzorcev, daljši čas analize in ne nazadnje farmakopeja preferira s to metodologijo 

le detekcijo EPK in DHK. Pri farmakopejski metodi B in pri in situ metodi vrednotimo α-

linolensko kislino, EPK (eikozapentaenojsko kislino), DHK (dokozaheksaenojsko kislino) 

in DPK (dokozapentaenojsko kislino).   
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5.1 Razvoj klasične  metode ugotavljanja maščobnih kislin 

Prva metoda priprave in ugotavljanja koncentracij metilnih estrov maščobnih kislin v 

vzorcih je bila farmakopejska metoda. In sicer metoda B, ki pa smo jo morali modificirati 

(21). Upoštevali volumne oziroma količine potrebne za pripravo vzorcev za analizo. Ker 

smo kromatografske razmere spremenili, smo morali organske faze vzorcev pred analizo 

redčiti. Farmakopeja navaja za detekcijo molekul FID (flame ionisation detector = 

plamensko ionizacijski detektor), mi smo pa za detekcijo molekul estrov maščobnih kislin 

uporabili bolj občutljiv MS (masni detektor). V farmakopeji je predvidena končna 

temperatura kolone 225 °C, vendar smo jo v svojem primeru povečali na 250 °C, z 

namenom, da bi detektirali sterole in da bi kolono tudi očistili težko hlapnih spojin. 

Farmakopejska metoda B navaja časovno graduirano stopnjevanje temperature. Poleg tega 

pa čas analize po farmakopeji traja 61 minut. Heptan je hlapno organsko topilo, ki je prvi 

zapustil kolono. Snemanje spektra je potekalo 30 minut, da smo na spektru dobili želene, 

iskane spojine metilnih estrov maščobnih kislin. Ugotovili smo, da ne pride do popolne 

derivatizacije maščobnih kislin. Razlog za to tiči v podatkih iz farmakopeje, da je treba 

vzorec greti med 50 in 60 °C, mešati približno 5 minut. Verjetno je temperatura gretja 

prenizka, saj ne pride do popolne reakcije in posledično do (popolne) derivatizacije. 

Ocenjujemo, da gre bolj za semikvantitativno metodo, kot pa za čisto, absolutno 

kvantitativno metodo, saj je namen ugotavljanja farmakopejske metode razmerje 

maščobnih kislin, ne pa absolutna kvantifikacija, za kar zadostuje tudi delna derivatizacija.  

5.2 Razvoj in situ metode preestrenja maščobnih kislin 

Običajna ali klasična metoda priprave metilnih estrov maščobnih kislin (MEMK) vključuje 

ekstrakcijo lipidov iz biološkega materiala in nadaljnjo preestrenje izoliranih lipidov. Sam 

proces je dolgotrajen in kompleksen. V izogib tem težavam, so avtorji opisali alternativni 

postopek, ki združuje ekstrakcijo in preestenje v eni stopnji (12).  

Ker smo želeli ugotoviti ustreznost in primernost klasične metode, smo se lotili razvoja t.i. 

in situ metode preestrenja maščobnih kislin.  

Maščobne kisline navadno pretvorimo v pripadajoče metilne estre predvsem zato, da 

povečamo hlapnost in zmanjšamo tvorbo repov pri vrhovih v plinskem kromatogramu 

(12). 
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Metoda direktne priprave MEMK z raztopino BF3 v metanolu je najbolj priljubljena 

metoda. Kot derivatizacijski reagent lahko uporabimo tudi raztopino natrijevega hidroksida 

v metanolu. Po pregledu literature smo izbrali metodo, ki sta jo uporabila Park in Goins. 

Raziskala sta in situ preestrenje z alkalno hidrolizo z natrijevim hidroksidom v metanolu in 

z nadaljnjo metilacijo z BF3 v metanolu (23). 

S hitrimi reakcijami smo v bazičnem mediju preestrili maščobne kisline: 

       NaOH + CH3OH  NaOCH3 + H2O 

    R-CO-OR' + NaOCH3   R-CO-OCH3 + R'-OH 

Proste maščobne kisline smo zaestrili z reakcijo v kislem mediju:  

 R-CO-OH + CH3O                         R-CO-OCH3 + HOH  

V prvi stopnji smo izvedli preestrenje z NaOH v metanolu, naknadno kislo katalizo pa smo 

izvedli z BF3 v metanolu (12). Reakcije potečejo hitro na polarnih lipidih, kot so proste 

maščobne kisline in fosfolipidi, saj se le-ti dobro raztapljajo v metanolu. Po drugi strani pa 

nepolarni lipidi, predvsem trigliceridi, so slabo topni v metanolu, zato je bilo potrebno v 

reakcijsko mešanico dodati diklorometan (12). 

Metodo smo optimizirali ali modificirali tako, da smo uporabili dvakratno količino 

reagentov, kot je to navedeno v literaturi (23), da smo zagotovili popolno derivatizacijo v 

metilne estre in s tem pravilno kvantifikacijo. Poleg tega pa smo vse vzorce s to metodo še 

redčili v razmerju 1:20, da smo ohranili podobne razmere za analizo kot pri vzorcih s 

klasično metodo. Potek poskusa je ostal enak kakor pri klasični metodi ugotavljanja 

maščobnih kislin. Prav tako smo ohranili enake kromatografske razmere, kakršni so bili pri 

farmakopejski metodi ugotavljanja maščobnih kislin. 

Pri vzorcih, analiziranih z modificirano farmakopejsko metodo B opazimo, da je pri vseh 

vzorcih vrednost α-linolenske kisline enaka 0. Razen pri vzorcu Dr. Böhm, kjer je 

preračunana vrednost 137 mg α-linolenske kisline na 1000 mg olja. Menimo, da zagotovo 

vrednost 0 ni realni odraz prehranskih dopolnil in zagotovo je α-linolenska kislina prisotna. 

Ker se vrh te kisline v kromatogramu zlije z oleinsko kislino (glej poglavje PRILOGE), je 

ne moremo kvantificirati. Prisotnost α-linolenske kisline smo ugotovili z analizo masnega 

H+ (BF3) 
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spektra fragmenta kromatografskega vrha. Videli smo, da je prisotna molekula α-

linolenske kisline, vendar v tako nizkih koncentracijah, da so pod mejo kvantifikacije.  

Naslednja velika opazka pri vseh analiziranih vzorcih z modificirano farmakopejsko 

metodo B je, da noben analiziran vzorec ni v deklariranih, predpisanih mejah. Pravzaprav 

le pri enem vzorcu (Krill olje, Biopharma) in še to pri DHK je vrednost odstopanja od 

deklarirane, predpisane vrednosti v pozitivno smer (33 %). Za vse ostale vzorce pa tabela 

kaže odstopanja od deklariranih vrednosti v negativno smer, manj od predpisanih na 

ovojnini. Tudi, če na hitro primerjamo stolpec koncentracije posameznih maščobnih kislin, 

izmerjenih z eno in drugo metodo, je razlika očitna. In veliko vzorcev ima bistveno nižjo 

izmerjeno koncentracijo maščobnih kislin z modificirano farmakopejsko metodo. Razlog 

za tak rezultat tiči v izboru metode in njenih pogojih. Farmakopejska metoda očitno ni 

dovolj specifična glede pogojev derivatizacije, saj navaja segrevanje vzorca med 50 in 60 

°C (glej prilogo ali poglavje 4.1). Ni dovolj striktnih navodil, pogojev priprave vzorca. 

Posledično ne zreagira celoten vzorec, ali pride le do delne, nepopolne esterifikacije. 

Povečali oziroma podvojili smo tudi količino reagentov za nastanek metilnih estrov s 

farmakopejsko metodo. Žal rezultati tega ne kažejo. Zato smo paralelno (vzporedno) delali 

analize vzorcev z in situ metodo (glej poglavje PRILOGE). Izidi primerjalne metode, kot 

je že iz tabele z rezultati razvidno, so bistveno boljši in ni toliko negativnih odmikov od 

priporočenih, navedenih vrednosti na ovojnini izdelkov. Se pravi, da smo z in situ metodo 

dosegli derivatizacijo - nastanek metilnih estrov maščobnih kislin v večji meri. Glede na 

to, da v vzorcih nismo zaznali prostih maščobnih kislin, lahko domnevamo, da je bila 

pretvorba v metilne estre skoraj popolna. Uspeh lahko pripišemo sami metodi, saj ima višje 

temperaturne pogoje (90°C) za nastanek metilnih estrov. Prav tako je izbor drugih 

reagentov pri tej metodi boljši. In temu lahko pripišemo, da smo z in situ metodo dobili 

boljše ali primerljivejše rezultate s tistimi, ki so navedeni na izdelku prehranskega 

dopolnila.  

Za kvantifikacijo rezultatov zato farmakopejska metoda ni primerna, je bolj primerna in 

situ metoda. Za večjo zanesljivost pa bi bila smiselna tudi validacija metode. 

Farmakopejska metoda je primerna za izračun razmerja nastalih estrov maščobnih kislin 

med eno in drugo metodologijo, saj za kvantifikacijo potrebujemo metodo, kjer pride do 

popolne derivatizacije in nastanka metilnih estrov maščobnih kislin. Zato farmakopejska 

metoda žal, ni metoda izbora, za kvantifikacijo maščobnih kislin.  
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Sama interpretacija rezultatov pridobljenih z eksperimentalnim delom je povezana s 

priporočili, standardi, ki jih dajejo farmakopeje. Lahko pa so to priporočila različnih 

strokovnih organizacij. Ena takih je USP DSC (United States Pharmacopeial Convention 

Dietary Supplement Standards), ki ima oddelek, ki se ukvarja z normativi v prehranskih 

dopolnilih (7). V našem primeru, kjer smo analizirali prehranska dopolnila z vsebnostjo, 

prisotnostjo omega 3 maščobnih kislin, USP DSC priporoča ali navaja, da mora biti 

vsebnost minimalno 95 % v prehranskem dopolnilu z omega 3 maščobnimi kislinami od 

deklarirane (navedene) na embalaži, ovojnini izdelka (7).  

Iz tabele z rezultati je razvidno, da večina ali skoraj vsa prehranska dopolnila (razen 

izdelka MOR EPA® in Dr. Böhm® Omega 3 forte) nimajo deklarirane ali navedene 

vrednost za α-linolensko kislino. V prvem primeru gre za precejšnje odstopanje (244 %) v 

pozitivno smer od deklarirane vrednost na izdelku. Pri slednjem pa gre za negativni odklon 

od deklarirane vrednosti (-12,2 %), ki pa je po merilu USP DSC organizacije prevelik. V 

oči zbode tudi podatek, viden iz tabele, da nobeno analizirano prehransko dopolnilo z 

vsebnostjo omega 3 maščobnih kislin, nima na ovojnini navedene vrednosti (prisotnosti) 

dokozapentaenojske kisline (DPK). Zato kljub analiznim vsebnostim DPK molekule v 

prehranskih dopolnilih, ki so vidne, iz tabele žal nismo mogli ugotoviti odstotka odstopanja 

od deklarirane vsebnosti (saj jih ne navajajo). Kljub temu, da smo jo eksperimentalno 

ugotovili njeno prisotnost v prehranskih dopolnili. Tako, da največ podatkov o odstopanjih 

v eno ali drugo smer imamo pri EPK in DHK. Očitno sta to dve najpomembnejši omega 3 

maščobni kislini s strani proizvajalcev, ki sta v očeh potrošnika najpomembnejši za 

njihovo in našo korist. Upoštevali smo tudi priporočilo USP DSC organizacije, da mora 

biti minimalno 95 % prisotne vsake maščobne kislin, ki je navedena ali deklarirana na 

izdelku. 

Izdelki, ki imajo najvišje pozitivno odstopanje EPK in DHK so: Krill olje Biopharma, 

MOR EPA® Minami Nutrition, fit omega 3 Vital Slim® by Maxximum in Neptun Krill 

Oil, NOW®. Izdelki, ki imajo najvišje negativno odstopanje EPK in DHK so: Omega 3 

Neuro by Natural Wealth®,  Dr. Böhm® Omega 3 forte, Cod Liver Oil by Health Spark®. 

Večina prehranskih dopolnil pa se drži predpisanih vrednosti za DHK in EPK v svojih 

izdelkih. Nekateri produkti imajo negativen odklon od deklarirane vrednosti za EPK 

maščobno kislino in hkrati pozitiven odklon za DHK maščobno kislino. In obratno. 

Pozitiven odklon za EPK maščobno kislino in negativen odklon za DHK maščobno 
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kislino. Dva izdelka še posebej izstopata. To sta ribje olje in Lyprinol® by Medicinalis+. 

Ribje olje (Iecoris Oleum) nima navedenih nobenih vrednosti, koliko omega 3 maščobnih 

kislin bi naj vsebovalo. Kljub tej pomanjkljivosti, smo mnenja, da ga je kljub temu varno 

in smiselno uživati. Že preteklost in izkušnje nas učijo, da so z ribjim oljem pomagali 

človeškim zdravstvenim tegobam in jih uspešno premagovali. Negativno presenečenje je 

produkt Lyprinol. Na ovojnini izdelka je navedena celotna ali celokupna vsebnost omega 3 

maščobnih kislin. Na žalost iz tega podatka ni moč sklepati kakšen je delež posameznih 

omega 3 maščobnih kislin.  

Če povzamemo, priporočamo jemanje vseh prehranskih dopolnil z vsebnostjo omega 3 

maščobnih kislin, ki imajo najvišje pozitivno odstopanje od deklarirane vrednosti. In vsa 

prehranska dopolnila, ki imajo manj kot pet odstotkov odstopanja od negativnega odklona 

vrednosti po priporočilih USP DSC organizacije. Prehranskih dopolnil, ki imajo prevelik 

negativni odklon od navedenih (deklariranih) vsebnosti ni primerno uživati. Saj z njimi ne 

bomo dosegli priporočene dnevne količine omega 3 maščobnih kislin (s tem mislimo 

predvsem na EPK in DHK, ki ju človeško telo ne zmore samo sintetizirati). Priporočen 

dnevno vnos EPK in DHK je 250 mg.  
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6  ZAKLJUČEK 

V okviru magistrske naloge smo z naborom naključno izbranih prehranskih dopolnil z 

vsebnostjo omega-3 maščobnih kislin želeli z ustrezno metodologijo kvantitativno 

vrednotiti vsebnost teh kislin v naključno izbranih prehranskih dopolnilih. Metodi izbora 

sta bili modificirana farmakopejska metoda B in paralelna in situ metoda. S primerjavama 

metod smo želeli dokazati katera je boljša za kvantifikacijo omega-3 maščobnih kislin. 

Analizni sistem za kvantifikacijo je bil GC-MS. Poleg kvantifikacije omega-3 maščobnih 

kislin smo želeli hkrati tudi preveriti ustreznost z deklariranimi vrednostmi in vrednostmi, 

ki jih priporočajo farmakopeje ali za to pristojne inštitucije (USP DSC).  

Ugotovili smo, da je in situ metoda boljša in primernejša za kvantifikacijo omega-3 

maščobnih kislin, vendar bi bila za zagotavljanje večje zanesljivosti smiselna validacija 

metode. Modificirana farmakopejska metoda B, ni primer dobrega analiznega postopka za 

kvantifikacijo omega-3 maščobnih kislin, ker derivatizacija do metilnih estrov ni popolna. 

Rezultati analiz so pokazali, da je večina (14 od 23) prehranskih dopolnil v predpisanih 

deklariranih mejah USP DSC konvencije. Na področju deklariranih vrednosti omega-3 

maščobnih kislin vlada zmeda. Različne države priporočajo različne vrednosti omega-3 

maščobnih kislin (24, 25). Glede zgornje meje količine zaužitih omega-3 maščobnih kislin 

je Ameriška agencija za zdravila in hrano (FDA ali U.S. Food and Drug Administration) 

postavila zgornjo mejo pri 3 g/dan. Večje količine niso priporočljive zaradi neželenih 

učinkov. Če pa so opravičene ali zaželene glede na posameznikovo zdravstveno stanje, 

mora biti pod zdravniškim nadzorom. Za dve (2) prehranski dopolnil ni na voljo podatkov, 

zato ne vemo, ali so ustrezna ali ne. Dve prehranski dopolnili sta delno ustrezni- to pomeni, 

da le ena omega-3 maščobna kislina ne doseže priporočil USP DSC konvencije. Pet 

prehranskih dopolnil je neustreznih oziroma ne dosega želenega odstotka odstopanja od 

priporočil USP DSC. Ne pomeni pa to, da bo tako tudi v prihodnje, saj je zaradi ohlapne 

zakonodaje in minimalnega nadzora kakovost tovrstnih izdelkov vedno pod vprašajem, 

zato je nakup žal bolj stvar zaupanja.   

Ker sama prehranska dopolnila niso tako strogo nadzorovana, kot je to značilno za 

zdravila, ne bi bilo slabo, da bi ob prvi prijavi proizvajalec (tisti, ki zaprosi za dovoljenje 

na trg s prehranskimi dopolnili na Ministrstvu za zdravje), podal tudi deklarirane vsebnosti 

za vse omega 3 maščobne kisline (α-linolenska kislina, EPK, DHK, DPK). Zaradi lažjega 

nadzora s strani Zdravstvenega inšpektorata in hkrati v poduk potencialnim kupcem, ki 
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bodo vedeli, kaj kupujejo in koliko oz. katere omega-3 maščobne kisline so prisotne v 

prehranskem dopolnilu. Smiselno bi bilo tudi poenotiti deklarirane vrednosti omega-3 

maščobnih kislin med državami (znotraj EU, če že ne v svetovnem merilu), saj prihaja do 

razlik v priporočilih, koliko je potrebno na dan zaužiti omega-3 maščobnih kislin, da bomo 

zagotovili dnevne potrebe organizma. Ker dandanes z raznoliko hrano in načinom 

življenja, ki ga živimo ter z različnimi zdravstvenimi ali fiziološkimi stanji organizma, ne 

vnesemo dovolj ustreznih hranil, ki bi ''nasitila'' naš organizem, je smiselna občasna 

uporaba prehranskih dopolnil. Vedno pa moramo imeti v mislih, da so to dopolnila in ne 

nadomestilo za raznovrstno prehrano. Previdnost in dodatno izobraževanje na tem 

področju ni odveč, saj je trg tovrstnih izdelkov zelo velik. Ker pa si ne želimo škodovati, se 

je treba o smiselnosti jemanja prehranskih dopolni prej ustrezno podučiti in posvetovati z 

zdravnikom ali farmacevtom. 
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Certifikat analize DHK 
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Certifikat analize DPK 
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Certifikat analize EPK 
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Certifikat analize F.A.M.E. Mix C20:1-C20:5 
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Certifikat alfa linolenske kisline 
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Ph Eur - Composition of fatty acids by GC 
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Ph Eur - Vegetable fatty oils 
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Članek In situ preparation of fatty acid methyl esters for analysis of fatty acid composition 
in foods 
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