CH 15.1.

Stanovenie glyceroltriheptanoatu (GTH) metodou GC

1 PRINCIiP METODY

Zhomogenizovanu vzorku extrahujeme benzinom podl'a Soxhletovej metody. Detekcia sa
vykonava plamenovoionizaénym detektorom FID a konfirmacia hmotnostnym detektorom
pracujicim V rezime MS/MS. Kvantifikacia je prevedena metdodou vnutorného Standardu a-
cholestan.

2 POUZITEENOST METODY
Metoda je vhodné na stanovenie GTH vo vedlajsich kafilerickych produktoch.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.1 Cisté chemikalie
3.1.1 glyceroltriheptanoate
3.1.2 5a-cholestan

3.1.3 n-hexan

3.1.4 izooktan

3.1.5 dietyléter

3.1.6 benzin

3.2 Roztoky a reagencie
3.2.1 SPE eluent —do 11 odmernej banky zmiesat’ 850ml n-hexanu (3.1.3) a 150ml dietylé-
teru (3.1.5). Dobre premiesat’.

3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok GTH (1000mg/l v izooktane)

Navazit 50mg Standardu GTH (3.1.1) do 50ml odmernej banky a doplnit’ po rysku izookta-
nom (3.1.4)

3.3.1.2 Zasobny roztok vnutorného Standardu a-cholestan (1000mg/l v izooktane ) pre MS
Navazit' 50mg vnutorného Standardu a-cholestan (3.1.2) do 50ml odmernej banky a doplnit’
po rysku izooktdnom (3.1.4).

3.3.1.3 Zasobny roztok vnutorného Standardu a-cholestan (60mg/l v izooktane ) pre FID
Navazit’ 3mg vnatorného Standardu a-cholestan (3.1.2) do 50ml odmernej banky a doplnit’ po
rysku izooktanom (3.1.4).

3.3.2 Pracovné roztoky Standardov




3.3.2.1 Pracovny roztok GTH (10mg/l v izooktane)
Zobrat’ 0,5ml zo zasobného roztoku standardu (3.3.1.1) do 50ml odmernej banky a doplnit’ po
znacku izookanom (3.1.4).

3.3.2.2 Pracovny roztok vnttorného Standardu a-cholestan (30mg/l v izooktane)
Zobrat’ 3ml zo zasobného roztoku Standardu S2 (3.3.1.2) do 100ml odmernej banky a doplnit’
po znacku izooktdnom (3.1.4)..

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 analytické vahy

4.2 rotacna vakuova odparka (RVO)

4.3 SPE Vacuum manifold

4.4  SPE kolonky, amino bonded solid phase

4.5 plynovy chromatograf VARIAN 450 — GC, 300MS TQ

4.6 kolona VF-5ms, 30mx0,25mm ID, DF=0,25

4.7 plynovychromatograf's FID detektorom

4.8 kapilarna kolona WCOT-fused silica - 25m x 0,25mm ID, DF=0,1 coating tap for trig-
lycerides

4.9 hélium 6.0

4.10 dusik 4.0

4.11 kvapalné CO;

4.12 laboratorne sklo

5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Predpriprava vzoriek

5.1.1 MBM (suché vedlajsie zivocisne produkty)
Zo vzorky vyextrahovat’ tuk a nasledne postupovat’ podl'a procedury 5.3.1.
512 Tuk

V pripade ¢istych tukovych vzoriek postupovat’ podl'a procedury 5.3.1.
5.2 Priprava kvality kontrol vzoriek

5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek
Navazit' 1,5g tuku do 5ml odmernej banky. Pridat’ 0,15ml pracovného roztoku GTH. Doplnit’
po rysku n-hexanom (3.1.3). Dobre premiesat’. Pokracovat’ podl'a procedury 5.3.2.

5.3 Priprava vzorky k analyze

5.3.1 Do 5ml odmernej banky navazit' 1,59 tuku a doplnit’ po rysku n-hexanom (3.1.3).
Dobre premiesat’.

532 Do reakénej vialky pridat 200ul zpracovného roztoku a-cholestan (3.3.2.2)
(GC/MS/MS) alebo 150ul zo zasobného roztoku a-cholestan (3.3.1.3) (GC/FID). NH; kolon-
ky (4.4) vlozit' do SPE Vacuum manifold a kazd kondiciovat’ hexdnom. Pod kazdu kolonku
vloZit’ pripravent reakénu vialku s vnutornym Standardom a-cholestan. Na kolonku naniest’
0,2ml rozpustené¢ho tuku a eluovat’ 3ml SPE eluentu (3.2.1). Pod jemnym pradom dusika od-
fukat. Rozpustit' rezidud v izooktane (3.1.4). PremieSat na Vortexe. Injektovat’ do
GC/MS/MS systému alebo GC/FID systému.



5.4 Chromatograficka analyza

5.4.1 GC/FID podmienky:

Teplota detektora: 360°C
Teplota injektora: 360°C

Teplotny program kolony:

1 min. pri 100 °C

30°C/min. do 250 °C drzat 1min
2 °C/min. do 260 °C

100 °C/min. do 350 °C drzat’ 2min

Nastavenie plynov:

H, flow — 30ml/min

Air flow — 300ml/min
Makeup flow — 20ml/min

Kolona:
kapilarna, WCOT fused silica — 25m x 0,25mm ID, DF=0,1, coating tap for triglycerides

Objem nastreku: 0,5ul

5.4.2 GC/MS/MS podmienky:

Plynovy chromatograf VARIAN 450 — GC, 300MS TQ uvedieme do chodu podl’a ndvodu na
obsluhu. Po splneni vSetkych kritérii a podmienok pomeru vzduch voda mézeme zacat’ nasta-
vovat’ parametre :

Kapilarna chromatograficka kolona VF-5ms, 30mx0,25mm ID, DF=0,25

Tlak na hlavu kolony : 103.4 kPa

Hélium 6.0, prietok He 1 ml/min

Injektor SPI : chladenie kvapalnym CO;

Injektor PTV
300°C drzat’ 5 min
Program kolony : init time Omin pri 70°C , 45°C/min do 320°C, drzat’ 15 min

Manifold temperature: 39,9°C
lon source temperature: 199,8 °C
Transfer line temperature: 280 °C

Nastrek 1plv izooktane
prietok He 1 ml/min



6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Kvantifikicia — metdéda vnatorného Standardu.

C sample concentration ( pg/kg)

C= ¢ -samplearea - SI Sd c ;area

'~ SI samplearea- Sd ¢, area

7 ZOZNAM SKRATIEK

GC- plynové chromatografia

MS/MS — hmotnostna detekcia s monimalne dvoma tranziciami
FID — plamenovoioniza¢ny detektor

RVO - vakuova rota¢na odparka
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