Analyza mastnych Kkyselin v prirodnich tucich II

Ukol: Stanovit pomér mastnych kyselin ve vzorku tuku.

Ptistroje, chemikalie a pomticky:

Plynovy chromatograf Agilent HP 6890 s hmotnostnim spektrometrem Agilent 5973 N MSD,
fidici a vyhodnocovaci softwarové prostiedi ChemStation.

Kolona: HP 5,30 m x 0,25 mm x 0,25 pm.

Nosny plyn: Helium 4.8, pritok 0,9 ml/min

Nastaveni ptistroje (definovano v metodé¢ SQUALEN.M):

Nastrik: 1 pl, davkovaci puls 140 kPa, 0,4 min, 280°C

Teplotni program: 50°C - 2 min — 10°C/min — 300°C — 15 min

MS scan: 29 - 520 m/z, solvent delay: 4 min

Hexan p.a., Methanol p.a., 0,5 M KOH v methanolu, Na,SO4 bezv., H,SO4 konc., NaCl
nasyceny vodny roztok, methyloranz 0,1%

Pracovni postup

Navazime 0,5 g vzorku do 100 ml banky. U vzorka obsahujicich vodu se voda piedem
odstrani filtraci pfes bezvody siran sodny. Pfidame 10 ml 0,5 M roztoku KOH
v methanolu a smés zmydeliiujeme pod zpétnym chladicem 45 minut na vrouci vodni
lazni.

Po ochlazeni pfiddme 2 kapky methyloranze a opatrné pfikapavdme koncentrovanou
kyselinu sirovou do zfetelné kyselé reakce (trvalé¢ Cervené zbarveni). Navic pfiddme 2
kapky konc. kyseliny sirové.

Smés znovu vafime pod zpétnym chladi¢em po dobu 45 minut.

Ptes chladi¢ ptidame asi 50 ml destilované vody. Po ochlazeni obsah baiky prevedeme do
250 ml délici nalevky. Methylestery vyextrahujeme 3 x 10 ml hexanu. K lepSimu
rozdéleni vrstev je mozno do ndlevky pfidat cca 5 ml nasyceného roztoku NaCl.

Spojené hexanové extrakty promyjeme 3 x 20 ml destilované vody a vysusime filtraci pies
bezvody siran sodny. Alikvotni podil extraktu fedime hexanem tak, aby koncentrace
vysledného roztoku neptekrocila 1 mg/ml (vztaZzeno k vychozi navazce tuku). Ztedény
extrakt pouzijeme pro GC/MS analyzu.

Identifikaci provedeme pomoci MS spekter a pomoci standardu methylesteru kyseliny
olejové. Metodou vnitini normalizace vyhodnotime pomér jednotlivych mastnych kyselin
v predlozeném vzorku. Molarni pomér n-kyselin lze uréit vyhodnocenim iontového
chromatogramu rekonstruovaného pro hmotu 74 m/z.



