CH 12.17. Stanovenie zloZenia mastnych kyselin v tukoch metédou GC/FID

1. Povod metody

STN ISO 5508 Zivo¢isne tuky a oleje. Analyza metylesterov mastnych kyselin plynovou
chromatografiou.

STN 58 8764 Zivo¢isne arastlinné tuky aoleje. Stanovenie obsahu kyseliny erukovej
v olejoch a tukoch na l'udsku vyzivu a v potravinach s pridavkom olejov a tukov.

2. Princip metody

Mastné kyseliny, ktoré sa nachadzaju v tukoch vo forme triglyceridov sa reesterifikaciou
prevedi na metylestery mastnych kyselin anésledne sa analyzuji priamo plynovou
chroamtografiou.

3. Pouzité pristroje
Plynovy chromatograf s detektorom FID
kapilarna kolénou typu HP-23

4, Pouzité chemikalie

KOH

metanol

Nn-heptan

zmes Standardov metylesterov mastnych kyselin C 9:0, C 11:0, C 13:0, C 15:0, C 16:0, C
17:0,C 18:0,C 18:1,C 19:0,C 22:1

5. Priprava Standardov a pracovnych roztokov
Priprava saponifikacného a reesterifikacného €inidla:
Ako saponifikaéné a reesterifika¢né ¢inidlo sa pouziva 2M roztok KOH v metanole.

Priprava Standardnej zmesi metylesterov mastnych kyselin (C9-C22):
Navazia sa jednotlivé metylestery mastnych kyselin. Rozpustia sa v n-heptane a doplnia na
objem 50 ml.

6. Priprava vzoriek

Do zabrusovej skimavky sa navazi vzorka tuku resp. oleja. Prida sa n-heptan, skimavka sa
uzavrie a tuk sa necha rozpustit’. Do tohto roztoku sa prida reesterifika¢né ¢inidlo. Skumavka
sa uzavrie a jej obsah sa dokladne premiesa. Potom sa skimavka necha cca 10 min. stat
pricom sa jej obsah rozdeli na dve vrstvy. Horna vrstva t.j. n-heptdnova obsahuje metylestery
mastnych kyselin, zatial’ ¢o v spodnej vrstve sa nachddza hlavne reesterifikaciou uvolneny
glycerol. N-heptanova vrstva sa oddeli do Cistej banky a pouZije na stanovenie zlozenia
mastnych kyselin plynovou chromatografiou.

7. Podmienky stanovenia

Koléna: sklenena kapilarna koléna HP-5
Nosny plyn: He
Prietok: 20 ml/min

Tepelny program: initial: 105 °C ( 1 min),
I. narast teploty rychlostou 20 °C/min na 220 °C ( 2 min),
II. Narast teploty rychlostou 3 °C/min na 290 °C (5 min)
Detektor: FID, teplota 300 °C



8. Meranie

Reesterifikaciou pripraveny roztok mastnych kyselin v n-heptane sa injekuje do injektora
plynového chromatografu ¢im sa dostava v prade nosného plynu na kolonu, v ktorej dochadza
k postupnému deleniu na jednotlivé metylestery mastnych kyselin.

9. Kalibracia a vyhodnotenie

Z chromatografického zaznamu delenia Standardnej zmesi metylesterov mastnych kyselin sa
urcia retencné Casy pre kazdy metylester pritomny v analyzovanej zmesi. Zostroji sa graficka
zéavislost’ retencnych ¢asov na pocte uhlikov v ret'azci mastnej kyseliny. Neznamemu
chromatografickému piku sa na zaklade jeho retencného ¢asu z vyssie uvedenej grafickej
zévislosti priradi poc€et uhlikov v ret'azci mastnej kyseliny. Tymto spésobom sa mdzu priradit’
pocty uhlikov ku kazdému chromatografickému piku v analyzovanych vzorkavh tukov.



CH 12.17. Stanovenie pomerného zastupenia metylesterov
vyssSich mastnych kyselin metédou GC

1. Uréenie metody

Metdda je urCena na stanovenie pomerného zastupenia metylesterov vySSich mastnych
kyselin (FAMEs) v rastlinnych olejoch a zivo€iSnych tukoch.

Touto metdédou mdzeme stanovit’ obsah tychto mastnych kyselin:

kyselina myristova (C 14:0), kyselina arachova (C 20:0),

kyselina myristoolejova (C 14:1), kyselina eikosénova (C 20:1),

kyselina pentadekanova (C 15:0), kyselina eikosadiénova (C 20:2c),

kyselina pentadecénova (C 15:1), kyselina behenova (C 22:0),

kyselina palmitova (C 16:0), kyselina eikosatriénova (C 20:3n6),

kyselina palmitoolejova (C 16:1), kyselina erukova (C 22:1),

kyselina heptadekanova (C17:0), kyselina eikosatriénova (C 20:3n3),

kyselina heptadecénova (C17:1), kyselina arachidénova (C 20:4n6),

kyselina stearova (C 18:0), kyselina trikosanova (C 23:0),

kyselina elaidova (C 18:1n9t), kyselina dokosadiénova (C 22:2),

kyselina olejova (C 18:1n9c), kyselina stearidénova (C 18:4),

kyselina linoleaidova (C18:2n6t), kyselina lignocerova (C 24:0),

kyselina linolova (C 18:2n6c), kyselina eikosapentaénova (EPA, C20:5n3),
kyselina linolénova (C 18:3n3), kyselina nervénova (C 24:1),

kyselina y-linolénova (C 18:3n6), kyselina dokosahexaénova (DHA, C 22:6n3).

2. Princip metédy
Metéda je zaloZzend na derivatizacii triacylglycerolov mastnych Kkyselin na
metylestery a naslednom kvantitativnom stanoveni metédou GC-FID.

3. Pomécky

3.1 Pristroje a zariadenia

- plynovy chromatograf, termostat, laboratérne vahy

3.2 Chemikalie a roztoky
- metanolicky roztok hydroxidu draselného s ¢ (KOH) = 2 mol.I*
- n-hexan Suprasolv

- kyselina chlorovodikova s ¢ (HCI) = 1 mol.I"*



4. Pracovny postup

V skimavke s 5 ml n-hexanu rozpustime 0,2 g vzorky oleja. K roztoku pipetou
priddme 1 ml metanolického roztoku KOH s ¢ = 2 mol.lI", skimavku dékladne
pretrepeme a na 30s umiestnime do vodného kupela vytemperovaného na teplotu 60 °C.
Skumavku znova dbkladne pretrepeme a nechame stat 1 min. Potom pridame 2 ml
roztoku HCI s ¢ = 1 mol.I*. Po opatovnom pretrepani nechame obsah skimavky vygirit.
Z vrchnej hexanovej vrstvy odoberieme Cast' a prenesieme do vialky.

4.2 Podmienky merania
- nosny plyn helium He ¢istoty 6.0, prietok 40 ml/min
- make up dusik N, Cistoty 5.5 ECD, prietok 45 ml/min

- technicky vzduch, prietok 450 ml/min

- parametre kolony:
- polarna kapilarna koléna HP-88, dizka 100 m, vnutorny priemer 0,15 mm,

hrubka filmu polarnej fazy 0,25 um, teplotné maximum 250 °C

- teplotné parametre:
- teplota injektora 250 °C
- teplota detektora FID 250 °C

5. Literatara

Referencie: STN ISO 5508

Internd smernica pre Statistické vyhodnotenie vysledkov vzhladom na ich
opakovatelnost €. SL/02/02 platna od 01. 09. 2002



CH12.17.

Stanovenie mastnych kyselin metédou GC/FID
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3.1

PRINCIiP METODY
Tuk vyextrahovany zo vzoriek tukovych potravin sa saponifikuje hydroxidom draselnym
v metanole anezmydlitelna cCast’ sa extrahuje heptanom. Dochadza k transformacii

mastnych kyselin na metylestery mastnych kyselin, ktoré sa analyzuji sa metodou
GC/FID.

POUZITEENOST METODY
Metdda je vhodna na stanovenie kvalitativneho a kvantitativneho zlozenia mastnych ky-
selin v olejoch a tukovych potravinach.

CHEMIKALIE A ROZTOKY

Cisté chemikalie

3.1.1 Redestilovana voda

3.1.2 Siran sodny —Na;SO,4 bezvody, p.a
3.1.3 Metanol gradient grade p.a.

3.1.4 Hydroxid draselny p.a.

3.1.5 Heptan p.a.

3.1.6 FAME standard

3.2

Roztoky a reagencie

3.2.1 roztok KOH v metanole

3.3

Standardné roztoky

3.3.1 Pracovny roztok Standardu FAME mix

4

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9

Z referencného Standardu mix FAME (3.1.6) odobrat’ 50ul a doplnit’ do 200ul hepta-
nom (3.1.5). Roztok uchovavat’ v mraznicke.

PRISTROJE A POMOCKY

analytické vahy
rota¢nd vakuové odparka (RVO)
plynovy chromatograf SHIMADZU GC-17A s FID detektorom

chromatograficka kapilarna kolona SP™-2560, 1D 0,20um, 100m x 0,25mm
laboratorne sklo

vodik 5.0

synteticky vzduch — KW frei

hélium 6.0

dusik 3.0




5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Predpriprava vzoriek

Vzorku ohriat’ vo vodnom kupeli na teplotu 50 az 55°C, premie$at’ a ochladit’. Do extrakénej
banky navézit' 10g s presnostou 0,1g vzorky, pridat 2ml 25% roztoku amoniaku a premiesat’.
Pridat’ 10ml etanolu a premiesat’. Pridat’ 15ml dietyléteru a opatrne premiesat’.

Pridat’ 25ml petroléteru, banku uzavriet’ a opatrne miesat’ kyvavym pohybom po dobu 30s.

30 min nechat’ postat’, vrstvy sa oddelia. Opatrne vybrat’ zatku a oplachnut’ hrdlo dietyléte-
rom. Extrahovany tuk previest do vysusSenej banky. Previest druhu extrakciu. Odparit’ na
RVO a dofukat’ N.

5.2 Priprava vzorky k analyze

Do varnej banky s okrahlym dnom navazit 200mg vyextrahovaného tuku S presnostou
0,1mg a zmydel'novat’ 40ml metanolu a 1ml metanolického roztolu KOH. Ochladit’ a previest
s 10ml heptanu do deliaceho lievika. Pridat 50ml vody, pretrepat’ a nechat’ rozdelit' fazy.
Vodnu fazu znova extrahovat’ 10ml heptanu. Roztok extraktov prefiltrovat’ a vysusit. Zahus-
tit na RVO a doplnit’ do odmernej banky heptanom.

5.3 Chromatograficka analyza

GC podmienky:

Plynovy chromatograf SHIMADZU GC-17A s FID detektorom uvedieme do chodu podl'a
navodu na obsluhu.

chromatografické kapilarna kolona: SP™-2560, 1D 0,20pm, 100m x 0,25mm

Tlaky plynov:  vodik — 50kPa
hélium — 50kPa
vzduch — 50kPa
Teplota detektora - 260°C
Teplota injektora - 260°C
Teplota kolony — 140°C 5min, 4°C/min do 240°C drzat’ 11 min
Nastrek — 1 pl

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Kvantifikacia — metdda vnuatornej normalizacie.

Xi — latkovy zlomok zloZky
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7  ZOZNAM SKRATIEK
GC - plynova chromatografia

FID — plamenovoioniza¢ny detektor
RVO - vakuova rota¢né odparka
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