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STANOVENI OBSAHU MASTNYCH KYSELIN
V ROSTLINNYCH OLEJICH A TUCICH METODOU GC

1 Ucel a rozsah

Postup je urcen pro kvantitativni stanoveni mastnych kyselin ve vzorcich rostlinnych tuki
a oleju.

2 Princip

Mastné kyseliny se pfevedou na methylestery a stanovi se metodou kapilarni plynové
chromatografie za pouziti plamenové-ionizaéniho detektoru (FID). Jednotlivé mastné kyseliny
se identifikuji pomoci referen¢niho vzorku o znamém slozeni a pro kvantifikaci se pouzije
metoda vnitini normalizace.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Destilované nebo deionizovana voda.

Petrolether.

Siran sodny, bezvody.

Methanol, pro chromatografii.

Hydroxid sodny, methanolicky roztok, c(NaOH) = 0,5 mol/l.
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Ptiprava: Vasi 80ml methanolu (4) se rozpusti 2 g hydroxidu sodného.
Po vytemperovani se ve 100ml odmérné baiice doplni methanolem (4) po znacku. Je-li
roztok skladovan po delsi dobu, miize se vytvofit malé mnozstvi bilé srazeniny
uhli¢itanu sodného, které vSak nemé vliv na pfipravu methylesterq.

6 Fluorid bority, methanolicky roztok, 12% az 15% (m/m). Pouzivd se komeréné
dodéavany roztok.

7 Chlorid sodny, nasyceny vodny roztok.
Ptiprava: V 1000 ml vody (1) se rozpusti 400 g chloridu sodného.

8 Dusik, ¢istota min. 4.8.
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Hydroxid draselny, methanolicky roztok, c(KOH) = 2 mol/Il.

Ptiprava: V asi 80 ml methanolu (4) se rozpusti 13,1 g hydroxidu draselného.
Po vytemperovani se ve 100ml odmérné bance doplni methanolem (4) po znacku.
K vysuSeni roztoku se ptida asi 1 g bezvodého siranu sodného (3), po 30 min se roztok
prefiltruje. Je-li roztok skladovan po delsi dobu, mtlize se vytvofit malé mnozstvi bilé
srazeniny uhli¢itanu sodného, které nema vliv na pfipravu methylesterti, pokud
se pouzije Cisty supernatant.

Isooktan (2,2,4-trimethylpentan), pro GC.
Hydrogensiran sodny, monohydrat.

Smésné standardy methylestertt mastnych kyselin, napf-.:
FAME Mix Rapeseed Oil,

Supelco 37 Component FAME Mix,

piipadné jiné standardy FAMEs, zvolené s ohledem na typ analyzovaného vzorku.

Piistroje a pomiicky

Plynovy chromatograf s detektorem FID.

Laboratorni tfepacka.

Topné hnizdo vhodné pro 100ml a 250ml banky.
Extrakéni pristroj podle Twisselmana.

Barnka extrak¢ni se zabrusem, 250 ml.

Baiika kapkovita se zabrusem, 50 ml.

Zpétny chladi¢ s ucinnou délkou (20 — 30) cm, se zabrusem pro piipojeni banky.
Sklenéné varné kulicky.

Automatické pipety s nastavitelnym objemem, Spicky.
Zkumavka, 15 ml, se sklenénou zabrusovou zatkou.
Vialka, 2 ml, se Sroubovacim uzavérem.

Filtra¢ni papir stfedni hustoty.

Analytické vahy s pfesnosti nejméné 0,001 g.
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5 Postup
5.1 Priprava zkuSebniho vzorku
5.1.1 Semena olejnin

Laboratorni vzorek se podle typu semene pomele. Podrobny postup mleti je popsan v JPP
Uprava vzorki krmiv a rostlinného materialu, kap. 5.7, postup 60130.1 Uprava vzorki
olejnin.

Olej se z rozemletych semen ziskava za studena, extrakci petroletherem. Extrak¢ni barka
se naplni do poloviny rozemletym vzorkem (40 g — 50 g), ptida se petrolether tak, aby hladina
byla alespoii 1 cm nad vrstvou vzorku. Banka se uzavie zatkou a extrahuje se 1h
na laboratorni tfepacce. Poté se obsah baiky prefiltruje pies suchy papirovy filtr a petrolether
se opatrn¢ odpaii na extrak¢énim piistroji. U semen s vyssi vlhkosti (pfedevsim slunecnice) je
vhodné pridat jesté pred filtraci k obsahu bailkky bezvody siran sodny (3). Ziskany olej
se pred dalSim zpracovanim uchovéva v lednici.

Poznamky

1 Pro mleti semen olejnin se osvedcil kuchynsky nozovy kavomlynek.

5.1.2 Vzorky rostlinnych oleju a tuki

Pokud se jedna o vzorek rostlinného tuku nebo oleje, lze jej pfimo pouzit k navazce
zkuSebniho vzorku. Pouze v ptipad¢€, Ze neni zcela tekuty, zahieje se na teplotu nejvyse
o 10 °C vyssi nez je jeho bod tani.

5.2 Priprava methylesterti mastnych kyselin
Pro ptipravu methylestert mastnych kyselin 1ze pouzit nasledujici postupy:

— obecnd metoda s fluoridem boritym — je vhodnd pro vétSinu oleji a tukl vcetné téch,
jez obsahuji volné mastné kyseliny. Je nevhodnad pro stanoveni kyseliny maselné
(mlé¢né tuky) a tukii obsahujicich mastné kyseliny se specifickymi skupinami (keto,
epoxy, hydroxy, cyklopropyl, cyklopropenyl atd.),

— trans-esterifikaéni metoda — je pouzitelna pro jedlé tuky a oleje obsahujici mastné
kyseliny pocinaje kyselinou méselnou. Podminkou je, Zze obsah volnych mastnych
kyselin ve vzorku musi byt mensi nez 2 %.

5.2.1 Obecna metoda s fluoridem boritym

Triacylglyceroly se zmydelni methanolickym roztokem hydroxidu sodného. Mydla
se prevedou na methylestery reakei s bortrifluorid-methanolovym komplexem.

Do kapkovité banky se zdbrusem se navazi (150 — 200) mg zkusebniho vzorku. Ptidaji se 4 ml
methanolického roztoku hydroxidu sodného (5) a varny kaminek. Pokud analyzovany vzorek
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obsahuje mastné kyseliny s vice nez dvéma dvojnymi vazbami, je nutné odstranit vzduch
z methanolického roztoku a z banky jesté pfed nasazenim zpétného chladic¢e probublavanim
dusikem po dobu 5 min. Pak se baiika vlozi do topného hnizda a ptipoji se zpétny chladic.

Obsah barnky se vaii pod zpétnym chladi¢em do vymizeni kapicek tuku a bankou se jemné
micha kazdych 30 s az 1 min, aby se zamezilo vytvofeni tuhého krouzku hydroxidu sodného
na jeji sténé. Vzorky rostlinnych olejii se vaii 10 min. Poté se pfidd 5 ml methanolického
roztoku fluoridu borité¢ho (6) ptes vrchni ¢ast chladice. Pokracuje se ve varu po dobu 3 min
a poté se do vrouci smési ptidaji vrchni ¢asti chladice 3 ml isooktanu (10). Banka se vyjme
z topného hnizda a odstrani se 1 zpétny chladi¢. Okamzité, aniz se banka chladi, se ptida
20 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (7). Baiika se zazéatkuje a intenzivné se protiepe
po dobu nejméné 15 s. Do banky se piida dalsi nasyceny roztok chloridu sodného (7) tak, aby
se hladina kapaliny dostala k hrdlu banky. Neché se rozdélit na dv¢ faze.

Horni isooktanova vrstva se pievede do zkumavky se zabrusem, pifidd se malé mnozstvi
bezvodého siranu sodného (3), aby se odstranily stopy vlhkosti. Natedi se pfidavkem 6 ml
isooktanu (10) a promicha se. Po ptevedeni do 2ml vialky se analyzuje na GC.

V ptipadé¢ pouziti jiné navazky zkuSebniho vzorku je tfeba se u ptidavku dalSich ¢inidel fidit
tabulkou ¢. 1.

Tabulka €. 1. MnoZstvi ¢inidel potfebné k methylesterifikaci prisluSné hmotnosti
zkuSebniho vzorku.

Hmotnost zkuseb. vzorku | Objem banky | Roztok NaOH (5) | Roztok BF; (6) Isooktan (10)
(mg) (ml) (ml) (ml) (ml)
100 —250 50 4 5 1-3
250 - 500 50 6 7 2-5
Poznamky

2 Fluorid bority je toxicky. Je proto nezbytné provadét vSechny vyse uvedené ukony
v digestori. Sklenéné nadobi je nutné po pouziti ihned umyt.

3 Methanolicky roztok fluoridu boriteho mize obzvlaste béhem dlouhého skladovani
vytvaret komponenty, které interferuji v oblasti kyselin C20 az C22. Proto se kazda nova
davka cinidla kontroluje tak, Ze se pripravi methylestery cisté kyseliny olejové a provede
se analyza na GC. Pokud se objevi cizi piky, ¢inidlo musi byt z pouZiti vyrazeno.
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5.2.2 Metoda trans-esterifikacni

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

Do zkumavky se zabrusem se navazi (50 — 70) mg zkuSebniho vzorku. Pipetou se ptidaji 4 ml
isooktanu (10), zkumavka se uzavie a protifepe se, ¢imz se vzorek rozpusti. Pokud je to
nezbytné, mirn¢ se zahtivd. Pak se pifida 200 ul methanolického roztoku hydroxidu
draselného (9) a zkumavka se uzavie. Smési se intenzivné tfepe asi 30 s. Po pocate¢nim
zékalu zptisobeném odd¢€lenim glycerolu se reakéni smés postupné vycefi.

Do roztoku se pfidd asi 1 g hydrogensiranu sodné¢ho (11) a znovu se intenzivné protiepe
po dobu 15s, aby se zneutralizoval hydroxid draselny. Po usazeni soli se do 2ml vialky
odebere horni isooktanova vrstva. Ta obsahuje asi 15 mg/ml methylesteri mastnych kyselin
a muze se piimo pouzit k analyze na GC.

Poznamky

4 V pripadé nutnosti vyjadrit obsah mastnych kyselin v g/kg tuku je nutné pouzit metodu
vnitiniho standardu. ZkusSebni vzorek oleje (tuku) se pak navazuje s presnosti na 0,1 mg
a ke vzorku se pridava vhodny vnitini standard, obvykle kyselina margarova (C17) nebo
kyselina valerova (C5), pokud je potreba stanovit predevsim kyseliny s kratkym
Fetézcem.

5 Pripravené methylestery by se mély analyzovat na GC co nejdrive. Je-li to nezbytné,
mohou se roztoky methylesterti mastnych kyselin skladovat pod inertnim plynem
pri teploté priblizne 4 °C. Pri dlouhodobéjsim skladovani se doporucuje pridat
antioxidant v koncentraci, kterd neovlivni chromatografické stanoveni, napr. 0,05 g/l
BHT (2,6-di-t-butyl-4-methylfenol).

5.3 Stanoveni plynovou chromatografii

Methylestery mastnych kyselin se rozdéli pomoci kapildrni plynové chromatografie za pouziti
plamenové-ioniza¢niho detektoru (FID). K zékladnimu rozdéleni methylesteri mastnych
kyselin se pouzivaji kolony s mirn¢ polarni polyethylenglykolovou fazi. Pro nastiik vzorku
se pouziva technika split, s nastfikem 1 ul vzorku. Teplotni program se voli v zavislosti
na slozeni mastnych kyselin tak, aby se docililo u¢inného rozliSeni v co nejkratSim case.
U vzorki oleji obsahujicich mastné kyseliny s poctem uhlikii od C14 (kyselina myristova) lze
nastavit teplotni program s pocatecni teplotou 200 °C. U vzorku, kde je potfeba stanovit
i kyselinu kaprinovou C10, zacind teplotni program na teploté¢ 160 °C. V tabulce ¢. 2 je
uveden ptiklad nastaveni chromatografickych podminek.
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Poznamky

6  Je-li potieba rozdélit cis/trans isomery, pripadné polohové isomery mastnych kyselin,
pouziva se kolona s vysoce polarni stacionarni fazi — kyanopropyl polysiloxanového
typu (napr. kapilarni kolona SP-2560 (100 m x 0,25 mm, film 0,2 um). V tomto pripadé
je vhodné provést i analyzu na koloné s mirné polarni fazi, aby byla ovérena
nepritomnost maskovanych pikii.

Tabulka €. 2. Priklad nastaveni chromatografickych podminek.

Plynovy chromatograf GC Agilent Technologies 7890A

Kapilarni kolona DB-WAXETR (30 m x 0,32 mm, film 0,5 pm)
Nosny plyn Helium

Prtitok nosného plynu 1,5 ml/min

Teplota injektoru 250 °C

Teplota detektoru 270 °C

Teplotni program 200 °C — 20 °C/min — 240 °C (22 min)
Objem nasttiku, davkovani 1 pl, split 1 : 40

6  Vypocet a vyjadieni vysledkii
6.1 Kvalitativni analyza

Kvalitativni vyhodnoceni se provadi na zakladé analyzy referen¢ni standardni smési (12)
provedené za stejnych operacnich podminek, které byly pouzity pii analyze redlné¢ho
zkuSebniho vzorku. Piky methylesteri ve zkuSebnim vzorku se identifikuji na zéklad¢ jejich
retencnich Castli, porovnanim s reten¢nimi Casy piki znamych mastnych kyselin v referen¢nim
standardu.

6.2 Kvantitativni analyza

Az na vyjimec¢né piipady se kvantitativni vyhodnoceni provadi metodou vnitini normalizace,
tzn. za predpokladu, Ze vSechny slozky vzorku jsou zaznamenany na chromatogramu,
predstavuje celkova plocha pikti 100 %.

Obsah jednotlivé mastné kyseliny i vyjadieny v hmotnostnich procentech se vypocita podle
vztahu

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 1.10. 2019




Narodni referenéni laboratof Strana 7

\ Jednotné pracovni postupy — Vydin |
o testovani odrid
50100.1 — Stanoveni obsahu mastnych kyselin Revize 1
v rostlinnych olejich a tucich metodou GC

X = 4 x100

“Sa

kde A je plocha piku odpovidajici slozce i,

YA je soucet ploch vsech pikii.

Uvedeny vypocet je zaloZzen na ptedpokladu, ze plocha piku piedstavuje hmotnostni procenta.
V ptipadech, ze toto neplati, pouziji se korek¢ni faktory.

Pouziti korekénich faktora

V urcitych pripadech, zvlasté¢ za ptitomnosti mastnych kyselin s méné nez 8 uhlikovymi
atomy, nebo pozaduje-li se zvlasté vysokd presnost, pouziji se korekéni faktory k prevedeni
plochy piku vyjadiené v procentech na hmotnostni procenta slozek.

Urceni korek¢nich faktorti za pomoci chromatogramu referencni smési methylestertt znamého
slozeni se provadi za stejnych pracovnich podminek, jaké byly pouzity pfi analyze vzorku.
Korekéni faktory K se pro jednotlivé slozky smési vypocitaji podle vztahu

mxy A
(T
A x Z m
kde A je plocha piku odpovidajici slozce i,
YA soucet ploch vSech piki,

m;  hmotnost slozky i v referencni smési,

>m celkova hmotnost vSech slozek v referencni smeési.

Obecné se korekeni faktory vyjadii ve vztahu ke Kcis jako relativni faktor

x - K
' KClG

Obsah kazdé¢ slozky i v hmotnostnich procentech methylesteru se ve vzorku vyjadii dle vztahu

/
Ki x4 100

= X

TS K x4
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kde Aije plocha piku odpovidajici slozce i,

K. relativni korekéni faktor slozKy i.

1

Vysledky stanoveni jednotlivych mastnych kyselin se ziskdvaji jako primér ze dvou
paralelnich stanoveni za ptedpokladu, Ze je splnén pozadavek na mez opakovatelnosti. Uvadi
se v % a jsou vyjadieny na dvé desetinna mista.

7 Literatura

1 CSN EN ISO 12966-1 Zivodisné a rostlinne tuky a oleje — Plynova chromatografie
methylester mastnych kyselin — Cast 1: Smérnice pro moderni plynovou
chromatografii methylesteri mastnych kyselin.

2 CSN EN ISO 12966-2 Zivoéiéné a rostlinné tuky a oleje — Plynova chromatografie
methylesterti mastnych kyselin — Cést 2: Pfiprava methylesterti mastnych kyselin.

3. CSN EN ISO 12966-4 Zivo¢isné a rostlinné tuky a oleje — Stanoveni methylestera
mastnych kyselin plynovou chromatografii — Cast 4: Metoda kapilarni plynové
chromatografie.
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