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STANOVENI OBSAHU MASTNYCH KYSELIN V OLEJICH A TUCICH
METODOU GC

1 Rozsah a ucel

Metoda je ur¢ena pro kvantitativni a kvalitativni uréeni slozeni smési methylestertt mastnych kyselin
(MK) ve vzorcich zivocisnych a rostlinnych tukt, oleji a smési mastnych kyselin a dale pro tukové
extrakty krmiv a krmnych surovin.

Metoda neni pouzitelna pro polymerizované tuky.

2 Princip

Metoda popisuje piipravu analytického vzorku z laboratorniho vzorku zZivocisnych nebo rostlinnych
tukil a oleju a jejich dalsi zpracovani za pouziti riznych postupi do formy methylester mastnych
kyselin.

Pro kvantitativni i kvalitativni urceni sloZeni této smési methylesterii se pouzije metoda plynové
chromatografie (GC) s pouzitim kapilarnich kolon.

Piky na chromatogramu se identifikuji pomoci referen¢niho vzorku o zndmém slozZeni a pro jejich
kvantifikaci se vyuzije metoda vnitiniho standardu nebo vnitini normalizace.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Siran sodny, bezvody.

2 Voda cista (deionizovand, demineralizované nebo destilovana).
3 Hydroxid sodny, methanolicky roztok, ptiblizné 0,5 mol/I.

Ptiprava: Rozpusti se 2 g hydroxidu sodného ve 100 ml methanolu, ktery neobsahuje vice nez
0,5 % (m/m) vody. Jestlize musi byt roztok skladovéan po delsi dobu, miize se vytvofit malé
mnozstvi bilé srazeniny uhli¢itanu sodného, které vSak nema vliv na pfipravu methylestera.

4 Hydroxid draselny, methanolicky roztok, ptiblizné 2 mol/l.

Ptiprava: Protoze hydroxid draselny v praxi obsahuje asi 15 % vlhkosti, pokracuje se takto.
Za mirného ohtivani se rozpusti 13,1 g KOH ve 100 ml absolutniho methanolu. Pfida se vétsi
mnozstvi bezvodého siranu sodného k vysuSeni roztoku, pak se pftefiltruje. Jestlize roztok
musi byt uloZen del§i dobu, mize se vytvorit malé mnozstvi bilé srazeniny uhli¢itanu sodného,
které v§ak nema vliv na pfipravu methylestert.

5 Bortrifluorid BF3, methanolicky roztok, 12% az 15% (m/m). Miize se pouzit roztok dodavany
komeréné.

6 Isooktan, 2, 2, 4—trimethylpentan, ¢istoty pro chromatografii (pozn. 5 a 6).

7 Chlorid sodny, nasyceny roztok.
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Dusik, obsah kysliku mensi nez 5 mg/kg.

t-butyl methyl ether.

Trimethylsulfonium hydroxid (TMSH), methanolicky roztok, 0,2 mol/l.

Pti skladovani v malé uzaviené nadobé¢ pfi teploté 4 °C je roztok stabilni nejméné 2 mésice.
Hydrogensiran sodny, monohydrat.

Zasobni roztok vnitiniho standardu, pro stanoveni kyseliny maselné a/nebo kapronové.

Ptiprava: Do 50ml odmérné baiiky se navazi asi 250 mg methylesteru kyseliny valerové
s presnosti 0,1 mg. K rozpusténi se pouzije isooktan (6) nebo n-hexan (15) a doplni se jim
po znacku.

Referencni roztok vnitiniho standardu pro stanoveni kyseliny maselné a/nebo kapronové.

Ptiprava: Do 100ml odmérné baiiky se pipetuje 10 ml zadsobniho roztoku vnitiniho standardu
(12) a doplni se isooktanem (6) nebo n-hexanem (15) po znacku. Vypocita se koncentrace
tohoto referencniho roztoku (pozn. 7).

Petrolether.
n-hexan nebo n-heptan, ¢istota pro chromatografii.
Methanol, bezvody.

Ptiprava: Do bailkky s 250 ml methanolu se pfidd 5 g bezvodého siranu sodného (1)
a po uzavieni zatkou se dikladné protiepe. Roztok se zfiltruje ptes papirovy filtr do konické
banky a dikladng uzavte.

Nosny plyn, inertni plyn — dusik, helium, argon, atd., dokonale vysuSeny, obsah kysliku
< 10 mg/kg, minimalni ¢istota 99,95 %-3.5.

Pomocné plyny.

Vodik, minimalni ¢istota > 99,5%-2.5., bez obsahu organickych necistot.
Vzduch nebo kyslik, minimalni Cistota > 99,5%-2.5., bez obsahu organickych necistot.

Referencni standard.

Vzorek tuku nebo oleje o pfesné zndmém sloZeni mastnych kyselin nebo smés referen¢nich
methylesterti mastnych kyselin nebo referen¢ni materidl mastnych kyselin. Pozornost by méla
byt vénovana ochrané polynenasycenych mastnych kyselin pted oxidaci.

Pokud se pro esterifikaci pouzije BF3 metoda, nemiiZze byt pro kalibraci nebo stanoveni
korekéniho faktoru pro mastné kyseliny o délce fetézce delsi nez 10 uhlikovych atomi pouzita
smés methylesterti mastnych kyselin, vzhledem k mozné rozpustnosti jejich methylesterti ve
vodné fazi.

n-pentan, Cistoty pro chromatografii.

Kyselina chlorovodikova, koncentrovana.
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Poznamky

1 Misto hydroxidu sodného se miize pouzit hydroxid draselny se stejnou koncentraci nebo
se muze rozpustit 1,15 g kovového sodiku ve 100 ml methanolu.

2 Bortrifluorid je jedovaty. Proto se s nim manipuluje vyhradné v digestori. V laboratori
se nedoporucuje priprava methanolického roztoku BF3 primo z methanolu a BF3. Vsechno
sklenéné nadobi se ihned po pouziti umyje.

3 Pri plynové chromatografii miize dochazet ke zvétsovani piku vlivem nekterych chemikalii.
Zejména roztok BF3 miize mit pik v oblasti methylesteri MK s 20-22 atomy uhliku.
Doporucuje se kontrolovat Ccistotu cinidel pripravou methylesteru kyseliny olejové
a naslednou GC analyzou. Cinidla nesméji poskytovat piky, které by rusily plynovou
chromatografii methylesterii MK.

4 Cinidla a rozpoustédla by nemély poskytovat piky, které interferuji s piky methylesteri
mastnych mastnych kyselin béhem GLC.

Beéhem GLC analyzy methylesterii mohou wrcita cinidla poskytovat nahodilé piky
v chromatogramu. Obzviasté béhem dlouhého skladovani vytvari methanolicky roztok BF3
komponenty, které interferuji v oblasti kyselin C20 a C22.

Proto kazda nova davka cinidla nebo rozpoustédla by meéla byt kontrolovdana tak, Ze
se pripravi methylestery ciste kyseliny olejové a provede se chromatografie. Pokud se objevi
cizi piky, mélo by byt cinidlo vyrazeno.

5 Isooktan je horlavina, zapalny limit je 1,1 % az 6 % (objemové frakce) ve vzduchu. Je toxicky
PpFi poziti a vdechovani. S timto rozpoustédlem se pracuje v digestori.

6  Jestlize se maji mastné kyseliny stanovit kvantitativné pomoci GLC a s uZitim vnitiniho
standardu, je nezbytné navazit zkuSebni vzorek s presnosti 0,1 mg. Vysledky potom budou
vyjadieny jako procenta mnozZstvi mastnych kyselin obsaZenych v tuku nebo oleji.
Ty se neshoduji s vysledky ziskanymi vnitini normalizaci.

4 Pristroje

1 Elektricka susarna s moZznosti regulace teploty.

2 Barika s kulatym dnem a se zabrusem o obsahu 50 ml nebo na 100 ml.

3 Varné kaménky, neobsahujici tuk.

4 Zpétny chladi¢ se zabrusem pro pfipojeni bariky, i¢inna délka (20 — 30) cm.

5 D¢lena pipeta, objem nejméné 10 ml nebo automaticka pipeta.

6 Vialky, objem okolo 4 ml, se Sroubovacim uzavérem.

7 Analytické vahy s pfesnosti nejméné 0,001 g.

8 Rotaéni vakuova odparka.

9 Délici nalevka na 250 ml, pouze na suché methylestery.

10 Zkumavky o objemu 2 ml a 5 ml, se sklenénou zdbrusovou zatkou (vialky do autosampleru).
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11 Nastavitelné davkovaci pipety, objem 1000 pl.

12 Odmérné banky, 50 ml a 100 ml.

13 Davkovaci pipeta nebo dispenser o objemu 4 ml nebo odmérna pipeta o objemu 4 ml.
14  Pipeta nebo automaticka pipeta, objem 200 pl.

15 Mikropipeta, nastavitelna, s objemem min. 100 pl a s mechanismem umoziujicim piesné
pipetovani viskoznich kapalin.

16  Plynovy chromatograf s kapilarni kolonou, detektorem typu FID a zafizenim na vyhodnoceni
signalu.

Poznamky

7 Pokud nejsou pritomny mastné kyseliny s méné nez 16 uhlikovymi atomy, miiZe se pouzit
vstrikovaci zarizeni s pohyblivou jehlou.

8  Jestlize jsou analyzovany polyenové kyseliny s vice nez tremi dvojnymi vazbami, miiZe
na koloné z korozivzdorné oceli dochazet k jejich rozlozeni.

9 Pri pouziti polarnich polysiloxanu je nebezpeci obtizné identifikace a separace kyseliny
linolenové a kyselin C20.

5 Postup
5.1 Priprava vzorku

Uprava vzorkd se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro piipravu vzorku a JPP
60010.1 Postupy tprav zkusebnich vzorkt jednotlivych druhii krmiv.

5.1.1 Kapalné vzorky, ¢iré bez sedimentu

Laboratorni vzorek se protfepanim v uzaviené nadob¢ dokonale zhomogenizuje.

5.1.2 Kapalné vzorky zakalené nebo obsahujici sediment

Néadoba s laboratornim vzorkem se umisti do suSarny nastavené na 50 °C. Ponecha se v suSarné,
dokud vzorek nedosdhne této teploty a potom se postupuje jako v 5.1.1. Neni-li vzorek po zahrati a
promichani Uplné Ciry, zfiltruje se olej v suSarné nastavené na 50 °C. Vzorek se nechava v susarné
jen na nezbytné dlouhou dobu, aby se zabranilo modifikaci tukovych sloZek oxidaci nebo
polymeraci, filtrat musi byt uplné €iry.

5.1.3 Pevny vzorek

Laboratorni vzorek se roztavi v susarné nastavené na teplotu nejméné 10 °C nad bodem tani tuku

nebo oleje. Jestlize je vzorek po zahtati uplné ¢iry, postupuje se jako v 5.1.1. Je-li zakaleny nebo
obsahuje-li sediment, zfiltruje se pti vybrané teploté v susarné, filtrat musi byt zcela Ciry.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
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5.1.4 Krmné suroviny a krmné smési

Tuk pro stanoveni mastnych kyselin v krmnych surovinach nebo krmnych smésich se extrahuje
podle UKZUZ, JPP ZK, postup 10059.1.

5.1.4.1 Vzorky kategorie A

Extrahuje se podle postupu A metody Stanoveni obsahu tuku (UKZUZ, JPP ZK, postup 10059.1).
Rozpoustédlo se odpaii na rotani odparce pfi teploté, ktera nepresahne 40 °C. Odparek se susi 2 h
v susarné pii (40 = 2) °C.

5.1.4.2 Vzorky kategorie B

Tuk se extrahuje ve dvou stupnich. Pfi prvém se postupuje podle postupu A metody Stanoveni
obsahu tuku.

Tukovy extrakt se shromazdi v suché bance. Rozpoustédlo se od extrakéniho zbytku odpafi
na vzduchu.

Ve druhém stupni se postupuje podle postupu B metody Stanoveni obsahu tuku. Zbytek po prvé
extrakci se hydrolyzuje za horka roztokem kyseliny chlorovodikové. Smés se vychladi a zfiltruje.
Zbytek na filtru se promyje a vysusi 60 min v suSarn¢ pfi (40 + 2) °C a znovu se extrahuje podle
postupu A.

Oba extrakty se spoji, rozpoustédlo se odpafi na rotacni vakuové odparce pii teploté, ktera
nepiesahne 40 °C. Odparek se susi 2 h v susarné pii (40 + 2) °C.

5.1.5 Olejnata semena
Pro zkousku se pouzije zhomogenizovany a neupraveny zkusebni vzorek tak, jak byl ziskan.

5.1.5.1 V ptipad¢ semene kopry se zkuSebni vzorek upravuje mechanickym struhadlem cely nebo
rué¢nim struhadlem v takovém mnozstvi, aby byl co nejvice reprezentativni. Délka ¢astic mize byt
vétsi nez 2 mm, ale nema byt vétsi nez 5 mm. Castice je nutno promichat a zkousku provést bez
prodleni.

Olej pro zkousku se ziska extrakei podle 5.1.4.

5.1.5.2 Semena stfedni velikosti (podzemnice, sdja apod.), kromég baviniku s ptrilehlymi vldkny, se
vzorek Srotuje v mechanickém mlynku, ktery byl pfed pouZitim dobfe vycistén, tak dlouho, dokud
hlavni rozmér cCastic neklesne pod 2 mm. VéEtSi Castice (piiblizné jedna dvacetina vzorku)
se vytadi, zbytek se peclivé promichd a stanoveni se provede bez prodleni.

Olej pro zkousku se ziska extrakei podle 5.1.4.

5.1.5.3 Bavlnikova semena s pfilehlymi vlakny

Do vysouseci misky se navazi ptfiblizn€ 60 g vzorku s pfesnosti 1 mg tak, jak byl ziskan. Miska se
semeny se vlozi do susarny, predem vyhiaté na (130 & 2) °C a vzorek se necha pii této teploté susit
2 h. Poté se miska vyjme ze suSarny a necha se vychladnout na vzduchu asi 30 min. Vysusena
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semena se pfenesou do porézni keramické naddoby, jejiz vnitini stény byly pfedem pomoci pipety
zvlhéeny 1,5 ml kyseliny chlorovodikové (21). Je tieba dbat na to, aby se kyselina GpIn¢€ vstiebala a
nevytvorila na sténach ulpivajici kapky. Potom se nadoba pfikryje hodinovym sklem a vlozi do
suSarny a zahteje se béhem 30 min na teplotu 115 °C a pii této se udrzuje dalSich 30 min. Poté se
keramickd nadoba vyjme ze susarny a necha zchladit na vzduchu 1 h.

Semena se zvazi s presnosti 1 mg, rozemelou se na mechanickém mlynku jako v odstavci 5.1.5.2
a ziska se z nich olej pro zkousku podle postupu 5.1.

5.1.5.4 Vzorky malych semen (len, fepka, konopi, Coc¢ka apod.) se navazuji pfimo z neupravené¢ho
zkusebniho vzorku bez predchoziho mleti (v ptivodnim stavu). Navazka malych semen se nejprve
rozdrti v mechanickém mikrodrti¢i nebo v mlynku, pficemz je tfeba dat pozor, aby byla rozdrcena
vSechna semena, ktera se kvantitativné prenesou do extrakéni patrony. Nejvhodnéjsi zpasob je
pomoci Spachtle a vatového tamponu, namocen¢ho do pouzitého extrakéniho c¢inidla, timto
tamponem se také vytie miska mikrodrti¢e nebo mlynku. Pro ziskani oleje extrakei se dale postupuje
podle odstavce 5.1.4.

5.2 Skladovani vzorku

Laboratorni vzorky se skladuji v inertnim a vzduchotésném obalu, v chladni¢ce (pii teploté
maximalné 10 °C) a museji byt chranény pted svétlem. Takto se mohou skladovat po dobu 3 mésicu.

5.3 Priprava methylesteri
5.3.1 Obecna metoda s bortrifluoridem
Princip a oblast pouZiti

Glyceridy se zmydelni methanolickym NaOH. Mydla se pfevedou na methylestery reakci
s bortrifluorid-methanolovym komplexem. Pro analyzu volnych mastnych kyselin a mydel
zmydelnéni s NaOH neni nutné a estery se mohou pfipravit pfimo reakci s BF3.
Tato metoda se pouzije pro vétSinu olejl, tukl, volnych mastnych kyselin a derivatl (mastné
kyseliny, mydla) s 6 a vice atomy C s vyjimkou mlééného tuku a tukii, které obsahuji mastné
kyseliny se specifickymi skupinami.
Slouceniny s obsahem nasledujicich skupin mohou byt béhem esterifikace zcela nebo castené
rozlozeny

- keto, epoxy, hydroxy, hydroxyperoxy,

- cyklopropyl a cyklopropenyl skupiny,

- acetylenické mastné kyseliny (obsahujici trojnou vazbu)

Jestlize vzorek obsahuje takové slozky ve velmi malém mnozstvi (napt. bavlnikovy olej), 1ze danou
metodu pouzit. V ostatnich ptipadech se vyuziji metody popsané v kapitole 5.3.2 a 5.3.3.

Pro plynovou chromatografii se optimalni vytéznosti methylesterti docili pouzitim isooktanu. Avsak
vytézek methyl kapronatu bude pouze okolo 75 %. Alternativné 1ze pouzit i n-hexan (15).

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
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Pracovni postup

Zkusebni vzorek musi byt tekuty, suchy a Cisty. Podle tabulky €. 1 se vybere vhodna baiika, spravné
mnozstvi ¢inidel a rozpoustédla, potiebné k methylesterifikaci daného mnozstvi vzorku.

Tabulka ¢. 1.

Hmotnost Baiika Roztok NaOH (3) | Roztok BF3 (5) | Rozpoustédlo (6)
zkus. vzorku
nebo (15)
mg ml ml ml ml
100 az 250 50 4 5 laz3
250 az 500 50 6 7 2az5

Zmydelnéni — tuky a oleje

ZkuSebni vzorek se vlozi do vhodné banky. Pfida se prislusné mnozstvi (tab. 1) methanolického
roztoku NaOH a varny kaminek. K baiice se ptipoji zpétny chladic.

Jestlize mastné kyseliny obsahuji vice nez dvé dvojné vazby, doporucuje se odstranit vzduch
z methanolického roztoku a z banky probublavanim dusikem ptfed nasazenim zpétného chladice
po dobu nékolika minut.

Obsah barky se vafi pod zpétnym chladi¢em do vymizeni kapicek tuku, jemné se micha bankou
kazdych 30 s az 1 min, aby se zamezilo vytvoreni tukového krouzku NaOH na sténach banky. Toto
obvykle trva 5 min az 10 min, ale v nékterych vyjimecnych ptipadech i déle (pozn. 11 a 12). Potom
se prida ptislusné mnozstvi (tab. 1) methanolického roztoku BF3 (5) ptes vrchni konec chladice.
Dale se postupuje podle kapitoly Pfiprava methylesterti v roztoku isooktanu — viz. nize.

Zmydelnéni — mastné kyseliny a mydla

ZkuSebni vzorek se vlozi do vhodné banky. Pfida se ptisluSné mnozstvi (tab.1) methanolického
roztoku BF3 (5) do banky. Na banku se ptipoji zpétny chladi¢. Dale se postupuje podle kapitoly
Ptiprava methylesteri v roztoku isooktanu — viz.nizZe

Piiprava methylesteri

Pokracuje se ve varu po dobu 3 min. V piipad€é mastnych kyselin s dlouhymi fetézci jako napt.
u rybich oleji se pokracuje ve varu 30 min. Ptida se pfislusné mnoZstvi (tab. 1) isooktanu (6) nebo
n-hexanu (15) vrchni ¢asti chladi¢e do vrouci smési. Batika se odstrani ze zdroje tepla a odstrani
se 1 zpétny chladi¢. Okamzité, aniz se baiika chladi, se pfida 20 ml nasyceného roztoku NaCl (7).
Barika se zazatkuje a siln€ se protiepe po dobu minimalné 15 s. Do banky se ptida dalsi nasyceny
roztok NaCl (7) tak, aby se hladina kapaliny dostala k hrdlu banky. Necha se rozd¢lit na dvé faze.
Asi 1 mlaz 2 ml vrchni vrstvy se ptfevede do 4ml vialky a pfida se malé mnoZstvi bezvodého siranu
sodného (1) tak, aby se odstranily stopy vlhkosti.

Takto ziskany roztok se miize davkovat:

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
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a)  po vhodném natfedéni isooktanem (6) nebo heptanem (15) do systému s kapilarni kolonou,

b) po nafedéni rozpoustédlem s niz§im bodem varu jako je hexan (15) nebo pentan (20)
se ve specialnich ptipadech provadi nasttik on-column na kapilarni kolonu.

Poznamky

10V metode se pouzivaji nebezpecna cinidla. Pri praci se museji chranit oc¢i a pracovat opatrné
(nebezpeci poleptani).

11 Vpripade oleju (napr. ricinovy olej), které jsou rozpustné v methanolu, Zadné kapky oleje
nebudou pozorovany. Vycereni proto neni kritériem ukonceni reakce.

12 Nezmydelnitelné latky nejsou odstranovany a jsou-li obsazZeny ve znacném mnoZstvi, mohou
interferovat pri nasledné analyze. V tomto pripadé je nutné doplnit popsanou metodu
o nasledujici postup: Roztok ziskany po zmydelnéni se naredi vodou a nezmydelnitelné latky
se extrahuji diethyletherem, hexanem nebo petroletherem. Vodny roztok se okyseli a mastné
kyseliny se oddéli isooktanem nebo hexanem. Z nich se pak pripravi methylestery podle 5.3.1
nebo 5.3.2.

5.3.2 Trimethylsulfonium hydroxidova (TMSH) metoda

Princip a oblast pouZiti

Analyzovany vzorek se rozpusti v t-butyl methyl etheru a methylestery se ptipravi transesterifikaci
s TMSH. Nasttikuji se ptfimo do plynového chromatografu pii teploté injektoru nad 250 °C.
V piitomnosti mastnych kyselin s kratkymi fetézci (4 aZ 8 uhlikovych atomtl) se doporucuje pouzit
jako vnitini standard kyselinu valerovou.

Tato rychla metoda je vhodna pouze pro piipravu methylesterti pro GLC. Je pouZitelna pro vSechny
tuky a oleje, v¢etné mléénych tukd a smési obsahujicich mlécny tuk. Isomerace nenasycenych
mastnych kyselin nebyla zaznamenana.

Tuky obsahujici hydroxy- skupiny jsou ¢aste¢né prevedeny na odpovidajici O-methyl ether derivaty,
které mohou pifi GLC separaci interferovat s methylestery mastnych kyselin. Proto se TMHS
derivatiza¢ni metoda nedoporucuje pro tuky obsahujici hydroxy-skupiny bez omezeni. Na druhou
stranu vSak mohou byt takové tuky analyzovany na GC s MS detektorem.

TMHS metoda se nemtize byt pouzit, pokud se pouzije u GLC analyzy studeny on-column néstfik.
Kromé toho se nedoporucuje pouZivat polarni stacionarni faze (kyanopropylsiloxany).

Pro stanoveni mastnych kyselin s kratkymi fetézci (C4 az C8) se doporucuje pouzit jako vnitini
standard methylester kyseliny valerové za predpokladu, Ze vzorek kyselinu valerovou neobsahuje.
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Pracovni postup

Zkusebni vzorek musi byt tekuty, suchy a Cisty.

Do zkumavky se navazi 10 mg + 2 mg zkuSebniho vzorku. V piipad¢ vzorkl s vyS§im obsahem
vody se navazka zvysi.

Vzorky obsahujici vodu se rozpusti v petroletheru (14) a susi se po dobu 30 min pfidavkem
bezvodého siranu sodného (1). Poté se prefiltruji ptes filtracni papir a sedlina se peclivé promyje
petroletherem. Rozpoustédlo se odstrani pomoci rotacni odparky.

Piiprava methylesteru

Davkovaci pipetou se ptida 500 ul t-butyl methyl etheru (9) a vzorek se rozpusti, jestlize je to
nezbytné, mirné se zahtiva.

Pro stanoveni maselné a/nebo kapronové kyseliny se piida misto 500 pl t-butyl methyl etheru 500 pl
referen¢niho roztoku vnitiniho standardu (13).

Do tohoto roztoku se pomoci davkovaci pipety piida 250 pl roztoku TMSH (10) a silné se tfepe po
dobu asi 30 s (pozn. 14).

Ziskany roztok je vhodny pro davkovani do plynového chromatografu. Protoze methylestery
volnych mastnych kyselin jsou stalé pouze béhem davkovéni, je nutné mit vyhfaty injektor
na teplotu nejméné 250 °C. Jestlize je teba fedit roztok pred nastfikem, pouZzije se smés t-butyl
methyl etheru (9) a methanolu (16) v poméru (9 : 1), ktera zabrani vysrazeni TMSH.

Poznamky

13V popisované metode se pouzivaji potencialné nebezpecna cinidla. Pri praci se museji chranit
oCi a pracovat opatrné (nebezpeci poleptani). Trimethylsulfonium hydroxid je potenciondlné
Jjedovaty.

14 Volné mastné kyseliny reaguji s TMSH za tvorby prislusnych soli, které jsou transformovany
na methylestery a dimethylsulfidy v injektoru. K prevenci proti ucpani by meéla mit kapildara
splitového ventilu Siroky vnitini primer. Méla by byt cisténa zahratim nebo mytim
v rozpoustédle.

5.3.3 Trans-esterifika¢ni metoda
Princip a oblast pouZiti

Glyceridy se rozpusti v isooktanu a pfevedou se na methylestery trans-esterifikaci s hydroxidem
draselnym. Po ukonceni reakce se hydroxid draselny neutralizuje hydrogensiranem sodnym, aby se
zamezilo zmydelfiovani methylesterd.

Tato rychld metoda je pouzitelnd pro jedlé tuky a oleje obsahujici mastné kyseliny poc¢inaje C4
a s obsahem volnych mastnych kyselin (VMK) do 2 %. Pro stanoveni kyseliny maselné (C4) nebo

kapronové (C6) metodou GLC bude pouzit vnitini standard. Metodu lze téz pouzit pro smesi
volnych mastnych kyselin s méné jak 10 C.

Pro vzorky s vys$s§im obsahem VMK by mélo byt pouZzito vétsi mnoZstvi hydroxidu draselného,
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protoze VMK a mydla nejsou esterifikovany hydroxidem draselnym a metoda proto muze byt
pouzita k ziskavani methylesterti pouze glyceridové ¢asti vzorku. Metoda miize byt pouzita u smesi
obsahujicich chemické uspotradani uvedené v kapitole 5.3.1 — Princip a oblast pouziti. Neni avSak
znamo, zda-li probéhne uplna konverze na methylestery.

Pracovni postup

Zkusebni vzorek musi byt tekuty, suchy a Cisty.

Do zkumavky se navazi asi 60 mg zkuSebniho vzorku. Pro stanoveni kyseliny méselné a kapronové
se navazuje zkuSebni vzorek s pfesnosti 0,1 mg. K navaZzeni Ize pouzit i vhodnou mikropipetu.
Pipetovany objem zkuSebniho vzorku nastaveny na mikropipet¢ musi odpovidat pozadované
navazce.

Priprava methylesteri

Pomoci pipety nebo dispenseru se piida 4 ml isooktanu (6) nebo n-hexanu (15) a vzorek se rozpusti.
Pokud je to nezbytné, mirné se zahtiva. Pro stanoveni kyseliny maselné nebo kapronové se pouzije
odmérna pipeta (13) a piida se 4 ml referen¢niho roztoku vnitfniho standardu (13) misto isooktanu.
Pipetou (14) se ptida 200 pl roztoku hydroxidu draselného — methanolicky roztok (4) a zkumavka
se uzavie. Smési se silné tftepe po dobu asi 30 s. Po pocatecnim zdkalu zpisobeném oddélenim
glycerolu se reakéni smés postupné vyceti. Do roztoku se ptfidé asi 1 g hydrogensiranu sodného (11)
a intenzivné se protfepe, aby se zneutralizoval hydroxid draselny. Po usazeni soli se odlije horni
vrstva obsahujici methylestery do 4ml vialky.

Ziskany roztok bude obsahovat asi 15 mg/ml methylesterti a mtize se davkovat takto:

b)  po vhodném nafedéni isooktanem (6) nebo heptanem (15) do systému s kapilarni kolonou,
c) po nafedéni rozpoustédlem s niz§im bodem varu jako je hexan nebo pentan (20) se ve
specialnich ptipadech provadi nasttik on-column na kapilarni kolonu.

Poznamky

15  V popisované metodé se pouzivaji potencialné nebezpecna cinidla. Pri praci se museji chranit
oCi a pracovat opatrné (nebezpeci poleptani). Methanolicky roztok hydroxidu draselného je
jedovaty.

16  Estery by se mély analyzovat co nejdrive. Je-li to nutné, miize se roztok obsahujici methylestery
uchovat pod inertnim plynem v chladnicce. Pri dlouhodobém skladovani se doporucuje
chranit methylestery pred autooxidaci pridavkem antioxidantu v takové koncentraci, kterd by
nerusila pri nasledné analyze, napr. 0,05 g/l roztoku BHT (2,6-di-t-butyl-4-methylfenol).
Methylestery obsahujici methylester kyseliny mdselné se museji byt skladovany v zatavenych
ampulich a je nezbytné zachovat opatrnost, aby nedochazelo ke ztratam odparenim béhem
plnéni a uzavirani ampuli.
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5.4 Skladovani methylesteri

Ziskané roztoky methylesterti jsou vhodné pro okamzitou chromatografickou analyzu. Pokud je to
nutné, mohou se roztoky skladovat nckolik tydni pod inertnim plynem pii teploté¢ 4 °C az
8 °C. V pripad¢ delsiho skladovani se doporucuje k zabranéni oxidace ptidat k roztoku antioxidant
v koncentraci, ktera neovlivni chromatografické stanoveni.

5.5 Stanoveni plynovou chromatografii
5.5.1 Vybér optimalnich podminek

Ptistroj se optimalizuje podle pokynt vyrobce. Pro konkrétni vybranou kolonu a nosny plyn se
optimalizuje pratok nosného plynu podle doporuc¢eni vyrobce kolony. Teplota detektoru se nastavi
0 20 °C az 50 °C vyse nez teplota vyhiivani kolony, nejméné ale na 150 °C. Teplota injektoru se
nastavi podle pokynd v manudlu pfistroje.

Na kolonu chromatografu se za pouziti injekéni stiikacky nasttikne 0,1 pl az 2 pl roztoku
methylesterti pfipravenych podle 5.3.1, 5.3.2 nebo 5.3.3. Toto lze realizovat manualné nebo
s vyuzitim automatického davkovaciho systému — autosampleru. Pokud methylestery nejsou
v roztoku, pfipravi se roztok pfiblizné 100 mg v 1 ml heptanu nebo hexanu (15) a nastiikuje se 0,1l
az 1 pl tohoto roztoku. JestliZze jsou analyzovany slozky pfitomné pouze ve stopovych mnozstvich,
velikost nastfiku mize byt zvysena (az desetinasobné¢). Pti pouziti split ddvkovani se nastavi pomér
mezi (1 :30)az (1 :100).

Pti pouziti on-column nastiiku za studena je nutné jako rozpoustédlo pouzit pentan (20) pro dobrou
separaci methylesterti mastnych kyselin s méné nez 10 atomy C.

Methylestery mastnych kyselin zkuSebniho vzorku 1 referenniho vzorku se rozpousti ve stejném
rozpoustédle.

V tabulkach 2A, 2B a 3 jsou jako pfiklad uvedeny konkrétni specifikace pro kolony a podminky
chromatografického stanoventi, které pouziva NRL.

Tabulka 2A. Priklad podminek chromatografického stanoveni — kapilarni kolona Quadrex.

Parametr Hodnota
Plynovy chromatograf Agilent 6890N
Kolona Quadrex Carbowax/BTR (30 m % 0,32 mm; film 0,5 um)
Nosny plyn Dusik

Priitok nosného plynu (0,5 —1) ml/min.
Objem nastiiku, dadvkovani 1 pl, split 1 : 40
Teplota nésttiku 260 °C

Teplota kolony 240 °C

Teplota detektoru 270 °C

Detektor FID

Doba analyzy asi 60 min.
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Tabulka 2B Priklad podminek chromatografického stanoveni — kapilarni kolona HP-88.

Plynovy chromatograf Agilent 6890N

Kolona HP-88 (100 m x 0,25 mm, film 0,2 um)
Nosny plyn Dusik

Pritok nosného plynu (0,5 — 1) ml/min.

Objem nastiiku, davkovani 1 ul,split1:20

Teplota nésttiku 270 °C

Teplota kolony 240 °C

Teplota detektoru 280 °C

Detektor FID

Doba analyzy asi 40 min.

Tabulka 3. Pfiklad ¢asového priibéhu analyzy — teplotni program.

Cas (min) Teplota (°C) Teplotni narast Prodleva (min.)
(°C/min)

0 140 6,5 -

4,6 170 - 0,5

5,1 170 2,75 -

21,5 215 - 10

31,5 215 40 -

cca 33 240 - cca 17 -27
5.5.2 Analyza

Pracovni podminky se nastavi podle ¢asti 5.5.1. Podle slozeni mastnych kyselin se vybere vhodny
teplotni rezim, ktery zaruc¢i G€inné rozdé€leni v nejkratSim moZzném case, pficemzZ je nutné vzit
v uvahu kritéria uvedena v kapitole 4, bod 16.

Pokud jsou analyzovany mastné kyseliny s méné neZ 12 uhlikovymi atomy, lze pracovat pii nizsi
teplote (60 °C). Pti analyzach mastnych kyselin s vice nez 20 uhlikovymi atomy naopak pfi teploté
vys$si. Je také mozno pouzit v obou téchto pfipadech programovani teploty (tab. 3). Napf. pfi analyze
vzorku, ktery obsahuje methylestery mastnych kyselin s méné nez C12, se nasttikuje vzorek pfi
teploté¢ 100 °C az 140 °C (nebo 50 °C az 60 °C, je-li pfitomna kyselina maselnd) a okamzité se
zvysuje teplota rychlosti (3 — 8) °C/min. V nékterych piipadech se mohou oba postupy kombinovat.
Pokud se vzorek davkuje pifimo na kolonu, naprogramuje se pocatecni teplota kolony nejvyse
o 10 °C vys$si nez je bod varu rozpoustédla pii obvyklém tlaku.

Po ukonceni programu pokracuje eluce pifi konstantni teploté, dokud nejsou eluovany vsechny
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slozky. Jestlize je to nutné, doporucuje se provést analyzu na dvou fazich o rizné polarité, aby byla
ovefena nepfitomnost maskovanych pika napt. v ptipadé soucasného vyskytu C18:3 a C20 nebo
C18:3 a konjugovanych C18:2.

6 Vyhodnoceni chromatogramii a vyjadieni vysledka
6.1 Identifikace piki

Kvalitativni vyhodnoceni se provadi na zédklad¢ analyzy referen¢ni standardni smési (19) za stejnych
operacnich podminek, které byly pouZity pfi analyze redlného zkusebniho vzorku. Piky methylesterti
ve zkuSebnim vzorku se identifikuji podle retencnich Casi ve srovnani s reten¢nimi casy pikua
znamych mastnych kyselin v referenénim standardu. Piky na chromatogramu zkuSebniho vzorku,
které maji stejny retencni Cas, jako piky na chromatogramu referen¢niho standardu se povazuji za
piky stejné mastné kyseliny.

6.2 Kvantitativni analyza
6.2.1 Metoda vnitini normalizace

Az na vyjimecné ptipady lze uzit metody vnitini normalizace, tj. za pfedpokladu, Ze vSechny slozky
vzorku jsou zaznamenany na chromatogramu, piedstavuje celkova plocha pikt 100 % (celkova
eluce).

Poznamky

17 Vtomto obecném pripadé je vypocet zalozen na predpokladu, Ze plocha piku predstavuje
hmotnostni procenta. V pripadech, Ze tento predpoklad neplati, je nutno postupovat podle
nasledujici kapitoly.

Pouziti korekénich faktora

V urcitych ptipadech, zvlasté¢ za pfitomnosti mastnych kyselin s méné nez 8 C nebo kyselin
se sekundarni skupinou v ptipad€ pouziti tepelné vodivostniho detektoru nebo je-li pozadovana
zvlasté vysoka presnost, by mély byt pouZity korekéni faktory k prevedeni plochy pikil vyjadiené
v procentech na hmotnostni procenta slozek.

Urceni korek¢nich faktorli za pomoci chromatogramu referenéni smési methylester znamého
sloZeni (19) se provadi za stejnych pracovnich podminek, jaké byly pouZzity pti analyze vzorku.

Pro tyto referen¢ni smési se obsah v hmotnostnich procentech vypocte podle vztahu

M 100

dom

m;  hmotnost sloZky i referen¢ni smési,
>m celkova hmotnost vSech slozek v referencni smési.
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Z chromatogramu referencni smési se vypocte procentické zastoupeni pro slozku i podle vztahu

4, x 100

>4

Ai  plocha piku odpovidajici slozce (mastné kyselin¢) i,

> A soucet ploch vsech piki.

Korekeni faktor se vypocte

6.2.2 Metoda vnitiniho standardu

V nékterych piipadech (napf. kdyZ nejsou eluovany vSechny mastné kyseliny nebo kdyZ je tieba
urcit absolutni mnozstvi mastnych kyselin ve vzorku) by mél byt pouzit vnitini standard. Jako
vnitini standard se pouZivaji nejcastéji methylestery mastnych kyselin s 5C, 15C a 17C a mél by pro
né byt stanoven korek¢ni faktor (viz kap. 6.2.1).
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