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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Aktivita 2340/1-2
NAVOD NA PRAKTICKE CVICENI

Stanoveni mastnych kyselin metodou GC

Metoda je uréena pro vyuku 4. roéniku magisterského studijniho programu v ramci
piedmétu Chemie potravin

PRINCIP

Lipidy a slozky rozpustné v mlécném tuku jsou zmléka izolovany metodou dvoji
centrifugace. Triacylglyceroly ziskaného mlé¢ného tuku jsou po zmydelnéni reesterifikovany
methanolem na methylestery mastnych kyselin a nasledné stanoveny metodou plynové
chromatografie s plamenové ionizacni detekei.

CHEMIKALIE

hydroxid draselny, p.a. M; = 56,11 g.mol'1 (Penta, CR)

methanol LiChrosolv (Merck, Némecko)

methyloranz M, = 327,24 g.mol™ (Lachema, CR)

kyselina sirova, p.a. 96%, M; = 98,08 (Penta, CR)

n-hexan pro kapalinovou chromatografii (Merk, Némecko)

vyzihany siran sodny 99%, M, = 142,04 g.mol” (Sigma-Aldrich, Némecko)

smés methylestert mastnych kyselin Supelco’™ 37 Component FAME Mix (Supelco, USA)
hydromatrix PSE — Spe-ed PSE Matrix (Applied Separations, USA)

petrolether bod varu 40—60 °C pro organické stopové analyzy UniSolv (Merck, Nemécko)
isopropylalkohol p.a. (Penta, Ceska republika)

aceton LiChrosolv (Merck, Némecko)

ethanol (lihovar Kojetin, Ceské republika)

mofsky pisek prany (PENTA, CR)

voda deionizovana

dusik 5.0 (LINDE, CR)

vodik 3.0 (LINDE, CR)

vzduch synteticky (LINDE, CR)

ROZTOKY
Extrakcni rozpoustédlo petrolether, izopropylalkohol a aceton v poméru (3:2: 1)

0,5 g.mol”" methanolicky roztoku KOH (3 g pevného hydroxidu draselného se rozpusti v 5 ml
deionizované vody, doplni methanolem na kone¢ny objem 100 ml) - cerstvy

Ethanolicky roztok methyloranze (100 mg methyloranze se rozpusti v malém mnoZzstvi
deionizované vody a poté doplni ethanolem na kone¢ny objem 100 ml)

FAME Mix o koncentraci 0,5 mg.ml‘l (0,5 ml FAME Mix o koncentraci 10 mg.ml'1 doplnit
hexanem na celkovy objem 10 ml)

SKLO A POMUCKY
zkumavky centrifugacni, mikrozkumavky Eppendorf (1,5 ml), varné banky s rovaym dnem a
zabrusem (100 ml), odmérné banky (100 ml), odmérné valce (25 ml), pipety (2, 10 ml),
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
zpétné chladice, sklenéné kulicky, dé€lici nalevky (250 ml), gumicky, filtraéni papir KA2,
stojan + kruhy na filtraci, vialky (2 ml), stojan na vialky, tfeci misky s tloucky, patrony PSE

PRISTROJE, VYBAVENI A PROGRAMY

vodni lazen, analytické vahy, odstiedivka na zkumavky a mikrozkumavky, varna deska,
magnetickd michacka, tfepacka, vortex, vakuova rotacni odparka, one PSE extraktor, plynovy
chromatograf, plamenove ioniza¢ni detektor, kapilarni kolona VB-WAX, software Clarity
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PRACOVNI POSTUP

Izolace tuku

Mliéko

Vzorek mléka vytemperovat ve vodni lazni na 40 °C, promichat, rychle ochladit na 20 °C a
znovu dukladné promichat. Poté odméifit asi 10 ml zhomogenizovaného mléka
do centrifugaéni zkumavky a odstfedit pfi 3000 otackach.min™ po dobu 10 minut. Ziskanou
tukovou vrstvu prenést do 1,5 ml mikrozkumavek a odstiedit pii pokojové teploté, 13 000
ota¢kach.min™ po dobu 20 minut.

Vysledkem posledni centrifugace je rozdéleni vzorku do tii vrstev viz obrdzek ¢. 1. Horni
vrstvu tuku pouzit pro naslednou piipravu esterti mastnych kyselin.

Syry

Do tieci misky dat 4 g syru. Pridat 4 — 5 1zic hydromatrixu PSE, aby smés byla sypka. Pridat
malou 1zi¢ku sklenénych kuli¢ek pro extrakci vzorku. Smés kvantitativné pievést do patrony
PSE a pridat dle potfeby moisky pisek viz obrazek ¢. 2.

~——— vnitini okraj
pisek

smés vzorek + hydromatrix

filtra¢ni papir
uzaviract sroub

Obr. 2

frita ~=
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
Extrakce na pfistroji one PSE extraktor (Applied Separations, Inc., USA) s extrakénim

rozpoustédlem za podminek (na panelu zvolte metodu ¢. 20):

»> 100 °C

» 100 bar

» cas | minuta

» 3 cykly
Po extrakci vzorek prefiltrovat pfes vyzihany bezvody siran sodny a filtr K2 do banky se
zabrusem o objemu 250 ml a odpafit na vakuové rota¢ni odparce pravé do sucha.

Ptiprava methylesteri mastnych kyselin

Do 100 ml varné baiiky se zabrusem navazit asi 100 mg vzorku tuku, p¥idat 15 ml 0,5 mol.I"
methanolického roztoku hydroxidu draselného a sklenéné kulicky. Vzorek zmydelnovat
pfi teploté 130 — 150 °C (na varné desce nastavit na ¢. 12) po dobu 30 minut pod zp&tnym
chladicem. Po ochlazeni smés zneutralizovat koncentrovanou kyselinou sirovou
na methyloranz do rGzového zbarveni. Pfidat jednu kapku kyseliny navic asmés poté
pti zahfivani reesterifikovat dalSich 30 minut. Po ochlazeni smés prevést do 250 ml délici
nalevky, pfidat 15 ml hexanu a vytfepavat po dobu 15 minut. Po oddéleni fazi piefiltrovat
horni organickou vrstvu pfes filtr K2 a bezvody siran sodny. Ziskany cisty supernatant
napipetovat do vialky.

Chromatografické stanoveni

Ziskané vzorky ve vialkach proméfit na plynovém chromatografu 6820 GC System (Agilent,
USA) s automatickym davkovacem vzorkl a plamenové ioniza¢ni detekci.

Rizeni plynového chromatografu i autosampleru, sbér a zpracovani dat se provadi pomoci
pocitade s chromatografickym softwarem Clarity (DataApex, CR). Validaéni parametry byly
stanoveny pomoci softwaru Effi Validation 3.0.

Postup analyzy a zpracovani dat

Do autosampleru umistéte vialky s hexanem, kalibraénim roztokem a vzorky. Identifikace a
kvantifikace mastnych kyselin bude provedena na zakladé srovnani se standardem 37
mastnych kyselin FAME MIX 37 (Supelco).

Pti kvalitativni analyze se identifikace provddi srovnadnim reten¢nich c¢asti analytu a
standardu. Kvantitativni analyza je zalozena na méfeni plochy piku nad zakladni linii, ktera je
umérna mnozstvi dané latky. Vyhodnoceni se provadi metodou kalibracni ktivky.

Ve vypoctu konecného mnozstvi jednotlivych methylesteri mastnych kyselin je nutné
zohlednit celkovy objem pouzitého hexanu.

Vypocet multiplikaéniho koeficientu (multiplier): hexan (ml) / navazka vzorku (g) * 1 g tuku
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