CH 12.23.

Stanovenie sterolov metdédou GC/FID

1 PRINCIiP METODY
Vzorka sa saponifikuje hydroxidom draselnym v metanole a nezmydlitel'na cast’ sa ex-
trahuje dietyléterom. Steroly sa transformuju na trimetyl-silylové étery a analyzuju sa
metodou GC/FID s pouzitim vntitorného Standardu betulinu.

2 POUZITEENOST METODY
Metdda je vhodna na stanovenie sterolov — sitosterolu (predstavuje sucet [-sitosterolu
a22 dihydro-B-sitosterolu), stigmasterolu v masle avmliecnych vyrobkoch
a cholesterolu v olejoch a tukoch.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 Redestilovana voda

3.1.2 Siran sodny —Na,SO,4 bezvody, p.a
3.1.3 Metanol gradient grade p.a.
3.1.4 Hydroxid draselny p.a.
3.1.5 Dietyléter p.a.

3.1.6 Betulin, min 98%

3.1.7 Sitosterol, min 95%

3.1.8 Stigmasterol, min 95%
3.1.9 TRI-SIL

3.2.0 Cholesterol

3.2 Roztoky a reagencie
3.2.1 60% roztok KOH v metanole

3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny roztok vnutorného standardu betulin (1000mg/1 v dietyléteri) - RB
Navazit' 10mg Standardu betulin do 10ml odmernej banky a doplnit’ po rysku dietyléterom.
Uchovéavat ho v chladnicke.

3.3.1.2 Zasobny roztok Standardu stigmasterol (1000mg/1 v dietyléteri ) - ST
Navazit' 10mg Standardu stigmasterol do 10ml odmernej banky a doplnit’ po rysku dietyléte-
rom. Uchovavat’ ho v chladnicke.

3.3.1.3 Zasobny roztok Standardu sitosterol (1000mg/1 v dietyléteri) - Sl
Navazit’ 5Smg Standardu sitosterol do 5Sml odmernej banky a doplnit’ dietyléterom. Uchovavat
ho v chladnicke.




3.3.1.4 Zasobny roztok standardu cholesterol (1000mg/1 v dietyléteri) — CH
Navazit' 10mg Standardu stigmasterol do 10ml odmernej banky a doplnit’ po rysku dietyléte-
rom. Uchovévat’ ho v chladnicke.

3.3.2 Pracovny roztok Standardu sterolov
Zo zasobnych roztokov Standardov RB, ST, SI, CH pripravit’ pracovny roztok sterolov podla
tabul’ky 1.1, odfukat’ N, do sucha. Potom pokracovat’ podl'a procedury 5.3.1.3.

Tabul’ka 1.1 Pracovny roztok Standardu sterolov

Koncentra- | Pridavok | Koncentra- | Pridavok | Koncentra- | Pridavok | Koncentra- | Pridavok
cia roztoku cia roztoku cia roztoku cia roztoku
stigmaste- ST sitosterolu SI cholesterolu CH betulinu RB
rolu (ul) (mg/l) (ul) (mg/l) (ul) (mg/l) (ul)
(mg/l)
200 200 500 500 200 200 400 400

3.3.3 Kalibra¢né roztoky Standardov sterolov
Zo zéasobnych roztokov Standardov RB, ST, SI, CH pripravit’ kalibra¢né roztoky podla ta-
bulky 1.2.

Tabul’ka 1.2 Kalibra¢né roztoky Standardov

Koncen- | Prida- | Koncentra- | Pridavok | Koncentra- | Pridavok| Koncen- |Pridavok

tracia vok cia roztoku cia roztoku tracia roztoku
stigmaste- | roztoku | sitosterolu SI cholesterolu| CH betulinu RB
rolu ST (mg/l) (ul) (mg/l) (ul) (mg/l) Y

(mg/l) (1D

0 0 0 0 0 0 400 400
100 100 250 250 100 100 400 400
200 200 500 500 200 200 400 400
300 300 750 750 300 300 400 400
400 400 1000 1000 400 400 400 400

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 analytické vahy

4.2 rota¢na vakuova odparka (RVO)

4.3 plynovy chromatograf SHIMADZU GC-17A s FID detektorom

4.4
4.5
4.6
4.7
4.8

chromatografické kapilédrna kolona DB5-MS —0,25um, 30m x 0,25mm
laboratorne sklo

vodik 5.0

hélium 6.0

dusik 3.0

5 PRACOVNY POSTUP




5.1 Predpriprava vzoriek
Vzorku masla roztopit’ pri teplote 35°C a dokladne premiesat’.

5.2 Priprava kvality kontrol vzoriek

5.2.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek

Vzorky sa fortifikuju na urovni MRL.
Pripravit’ vzorku podl'a procedury 5.3.1.1, potom pridat’ roztoky Standardov podla tabul’ky 1.3
a pokracovat’ podl'a procedury 5.3.1.2.

Tabulka 1.3 Priprava fortifikovanych vzoriek potravin

Koncentra- Koncentra-
Koncentra- , Koncentra- | Pridavok . cia ,
) Pridavok . cla , , , Pridavok
cia cia roztoku Pridavok | vnutorného
) roztoku . cholestero- y roztoku
stigmasterolu ST Sitosterolu Sl Iy roztoku CH | standardu RB
VO vzorke Vo vzorke (ul) (ul) betulinu
(ul) vo vzorke (ulh)
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) vo vzorke
(mg/kg)
0 0 0 0 0 0 400 400
200 200 500 500 300 300 400 400

5.3 Priprava vzorky k analyze

5.3.1 Potraviny

5311

5.3.1.2

5.3.1.3

Do varnej banky s okrihlym dnom navazit' 5 g vzorky s presnostou 0,1mg. Pridat’
20ml metanolu a 20ml roztoku 60% KOH v metanole (3.2.1). Pripevnit’ na konden-
zator so spatnym tokom a nechat’ kondenzovat pri teplote 75°C po dobu 15 minut.
Varnt banku nechat’ ochladit’ na izbovu teplotu.

Obsah banky preliat’ do 500ml deliaceho lievika, banku premyt” 50ml destilovanej
vody a 50ml dietyléteru. Dokladne pretrepavat’ po dobu 5 mintt, aby sa odseparovali
vrstvy. Spodnt vrstvu zliat’ a vrchnu éterovu vrstvu pretrepavat’ 2x po sebe so 100ml
destilovanej vody.

Cisti éterovii vrstvu preliat’ cez kolonu, ktord obsahuje 25g anhydrického siranu
sodného. Eter zachytavat’ do 150ml banky. Potom obsah banky odparit’ na RVO.
Pridat’ 2 ml dietyléteru a éter odstranit’ pridom dusika. Potom pridat’ 1 ml silanizac-
ného ¢inidla TRI-SIL, silne pretrepat’ a obsah rozpustit’.

5.4 Chromatograficka analyza

GC podmienky:

Plynovy chromatograf SHIMADZU GC-17A s FID detektorom uvedieme do chodu
podl’a navodu na obsluhu.

chromatograficka kapilarna kolona: DB5-MS —0,25um, 30m x 0,25mm

Tlaky plynov:  vodik — 50kPa
hélium — 50kPa
vzduch — 50kPa

Teplota detektora - 260°C



Teplota injektora - 260°C

Teplota kolony -  280°C

Teplotny program kolony: 18 min pri 280°C
Nastrek — 1 pl

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Kvantifikicia — metdda vnatorného Standardu.

C sample concentration ( mg/kg)

C=lc] samplearea - SI Sd [c,| area
'Y SI samplearea - Sd [c,| area

7  ZOZNAM SKRATIEK

GC — plynova chromatografia

FID — plamenovoioniza¢ny detektor

RVO - vakuova rota¢na odparka

CFLV — prietok nosného plynu kolénou v ml/min

VEL — priemerna linearna rychlost’ nosného plynu kolénou v cm/s
SPL-R — splitovaci pomer

FID-R — nastavenie rozsahu linedrneho rozsirenia

LOD - limit detekcie

LOQ — limit kvantifikacie

8 POUZITA LITERATURA
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a reference method for the determination of sitosterol and stigmasterol in butteroil

8.2 Nariadenie Komisie (ES) ¢.213/2001 z 9. januara 2001, ktorym sa ustanovuju podrobné
pravidla pre aplikdciu nariadenia Rady (ES) €.1255/1999 tykajiuce sa metdod analyzy
a hodnotenia kvality mlieka a mlie¢nych vyrobkov a ktorym sa menia a dopifiajii naria-
denia (ES) ¢.2771/1999 a (ES) ¢. 2799/1999 — Priloha XIV — Stanovenie obsahu sitoste-
rolu alebo stigmasterolu v masle alebo koncentrovanom masle kapilarnou plynovou
chromatografiou



CH 12.23.

Stanovenie sterolov v masle, mlienych vyrobkoch a tukoch metédou
GC-FID

1. URCENIE METODY

Metoéda popisuje proces kvantitativneho stanovenia sterolov v masle. Je tiez vhodna pre
stanovenie sterolov v masle, mlieénych produktoch (extrakcia podl'a Rose-Gottlieba) a v tukoch
(extrakcia podl'a Weibulla, SPP FCH 3/2).

2. PRINCIiP METODY

Tuk zo syrov, zmrzlin, mlie¢nych produktov sa extrahuje Rose-Gottliebovou metddou podla SPP
NRLM 13, z ostatnych pozivatin metédou podl'a Weibulla — SPP  Tuk je saponifikovany hydroxidom
draselnym v etanolickom roztoku a nesaponifikovateI'né zlozky st extrahované dietyléterom. Steroly su
transformované na trimetylsilylétery a s analyzované kapilarnou plynovou chromatografiou S pouzitim
interné¢ho Standardu (betulin).

3. POMOCKY
3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

- 150 ml saponifikac¢na fl'asa zakoncend refluxnym kondenzatorom so sklenenymi zabrusmi

- 250 ml deliace lieviky

- rota¢na vadkuova odparka

- vodny kupel

- plynovy chromatograf vhodny na pouzitie kapilarnych kolon, opatreny deliacim split systémom

- kapilarna koléna DB — 17, dizky 30m, vniitorného priemeru 0,25 mm a potiahnuta filmom
0 hrabke 0,15 pum.

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY

Vsetky chemikalie musia byt znamej analytickej Cistoty. Pouzitd voda musi byt destilovana alebo

aspon ekvivalentnej Cistoty.

3.2.1.  Etanol, minimalne 95 % -nej Cistoty

3.2.2.  Hydroxid draselny, 60 %-ny vodny roztok

3.2.3. Betulin, 98 %-nej Cistoty — vnutorny Standard

3.2.3.1. Roztok betulinu v dietyléteri, koncentracia 1,0mg/ml, pripravi sa vzdy Cerstvy.

3.2.4.  Lanosterol

3.2.5.  Sitosterol, znamej ¢istoty nie mensej ako 90%

3.2.5.1. Standardny roztok sitosterolu - pripravi sa vzdy Gerstvy roztok o koncentracii 0,5 mg/ml
Vv dietyléteri

3.2.6.  Stigmasterol, zname;j Cistoty, nie mensej ako 90 %

3.2.6.1. Standardny roztok stigmasterolu — pripravi sa vzdy &erstvy roztok o koncentracii 0,2 mg/ml
Vv diethyléteri

3.2.7. Rozhod¢ia testovacia zmes. Pripravi sa roztok obsahujuci 0,05 mg/ml lanosterolu a 0,5 mg/ml
sitosterolu v dietyléteri.

3.2.8.  Cholesterol, 99 % cistoty



3.2.8.1. Standardny roztok cholesterolu - pripravi sa vzdy &erstvy roztok o koncentracii 1,0 mg/ml
Vv dietyléteri

3.2.9. Dietyléter, analytickej Cistoty (bez peroxidov alebo rezidui)

3.2.10. Siran sodny, bezvody, predsuseny 2 hodiny pri 102 °C .

3.2.11. Silyla¢né ¢inidlo, Tri-Sil (Pierce Chemical Co) alebo jeho ekvivalent. Pracuje sa s nim zasadne
v digestore! (Tri-Sil je nehorPavy, jedovaty, korozivny a potencialne karcinogénny!)

4. BEZPECNOST PRI PRACI

Nakol’ko pri praci sa pouzivaju horl’aviny, jedy a karcinogénne latky, je potrebné prisne dodrziavat’
Zasady pre bezpecnu pracu v chemickych laboratoriach podl'a STN 01 8003.

5. PRACOVNY POSTUP
5.1. PRIPRAVA VZORIEK

Priprava nezmydelnenych zloziek

Navazi sa 0,5 g homogenizovanej vzorky do 150 ml saponifikacnej fT'aSe. Prida sa 25 ml etanolu a 5
ml roztoku 60 % hydroxidu draselného. Uzatvori sa refluxny chladi¢ a vari sa vo vodnom kupeli
priblizne 60 minut. Chladi¢ sa odpoji a saponifika¢na fl'asa sa nechd vychladnit’ na laboratornu teplotu.

Do fTaSe sa pridd 1 ml interného Standardného roztoku betulinu 0 koncentracii 1mg/ml. Dokladne sa
premieSa. Obsahy flaSiek sa kvantitativne prenestt do 250 ml deliacich lievikov pomocou 25 ml vody
a2 x 65 ml dietyléteru, ktorymi sa fl'asa oplachne. Deliaci lievik sa intenzivne pretrepava 2 minuty
anechaji sa oddelit’ fazy priblizne 1 hodinu. Vypusti sa spodnd vodna vrstva a éterova vrstva sa
preplachne postupne 4 krat trepanim s 50 ml vody .

premytie: 10 jemnych inverzii, oddelit’ fazy

premytie: 10 jemnych inverzii, oddelit’ fazy

premytie: 10 inverzii + 5 sekundové trepanie, oddelit’ fazy
premytie: intenzivne trepanie 30 sekund, oddelit’ fazy

APwnh e

Po kazdom premyti sa vypusti vodna vrstva. Ak sa vytvori emulzia, odstrani sa pridanim 5 — 10 ml
etanolu a pripadnymi d’al§imi dvoma premytiami vodou.

Cista éterova vrstva zbavena mydiel sa prenesie do banky, obsahujucej minimalne 30 g bezvodého
siranu sodného, premieSa sa a necha sa 30 az 60 minut stat. Prefiltruje sa cez filtratny papier do
zabrusove] flase rotacnej vakuovej odparky. Prida sa sklena gulicka a éter sa odpari na rotacnej
vakuovej odparke skoro do sucha.

Priprava trimetylsilyléterov

Roztok éteru sa prenesie z flaSe do 2 ml derivatiza¢nych vialiek pomocou 2 ml dietyléteru , ten sa
odpari pod pradom dusika. Fl'asa sa premyje d’alSimi 2 davkami dietyléteru, ktory sa zakazdym odpari
dusikom.

Vzorka sa silyluje pridanim 1 ml TRI-SIL reagentu. Vialka sa uzatvori a intenzivne premiesa, aby sa
obsah rozpustil. Ak sa nerozpusti, vzorka sa zahrieva pri 65 az 70 °C. Necha sa stat’ najmenej 5 minut
pred injektovanim do plynového chromatografu. Standardy sa silylujua v tom istom ase, tym istym
spdsobom ako vzorky.



Pritomnost’ etanolu v silylanom stupni bude interferovat’ so silylaciou. Toto mdze byt vysledkom
nedostatocného premytia v extrakénom stupni. Ak tento problém pretrvava, moze sa zaviest piate
premyvanie v extrakénej faze, intenzivnym trepanim po dobu 30 sekund.

5.2. PRIPRAVA MERANIA
Priprava standardnych roztokov pre chromatografiu.

Standardny roztok cholesterolu: 1 ml §tandardného roztoku cholesterolu o koncentracii 1,0 mg/ml sa
prenesie do kazdej z dvoch reakénych nadobick a dietyléter sa odpari pradom dusika. Prida sa 1 ml
interné¢ho Standardného roztoku betulinu o koncentracii 1,0 mg/ml a dietyléter sa odpari pradom dusika.

Standardny chromatograficky roztok sitosterolu: 1 ml $tandardného roztoku sitosterolu o konc. 0,5
mg/ml sa prenesie do kazdej z dvoch reakénych nadobiek a dietyléter sa odpari pridom dusika. Prida
sa 1 ml interného Standardného roztoku betulinu o konc.1,0 mg/ml a dietyléter sa odpari pradom dusika.

Standardny chromatograficky roztok stigmasterolu: 1 ml §tandardného roztoku stigmasterolu
0 koncentracii 0,2 mg/ml sa prenesie do kazdej z dvoch reakénych nadobiek a dietyléter sa odpari
pradom dusika.

V pripade potreby sa obdobne pripravi zmesny Standardny roztok vyssie uvedenych sterolov.

Podmienky merania:

teplota kolony: 265 °C
teplota injektora: 265 °C
teplota detektora: 300 °C
prietok nosného plynu: 1,0 ml/min
tlak vodika: 84 kPa

delenie vzorky: 50:1

mnozstvo nastrekovanej latky: 1 pl

Pred zahajenim analyz sa systém necha ekvilibrovat’.
5.3. MERANIE

Nastrekne sa 1 pl silylovaného Standardného roztoku prisluSného sterolu anastavia sa integracné
kalibra¢né parametre.

Nastrekne sa dalsi 1 pl silylovaného Standardného roztoku na stanovenie responznych faktorov
v pomere K betulinu.

Nastrekne sa 1 pl silylovaného roztoku vzorky a meraju sa plochy pikov. Kazda chromatograficka séria
musi byt’ ohrani¢ena nastrekom Standardov.

Odporuca sa maximalne 6 nastrekov vzoriek ohranicit’ Standardmi.

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

Integracia piku stigmasterolu by mala zahfiat' vSetky ,,chvosty piku“. Pri posudzovani celkového
zastipeného sitosterolu by integracia mala zahfnat plochu piku 22 dihydro-beta-sitosterolu
(stigmastanol), ktory sa eluuje ihned’ po sitosterole.

Stanovi sa plocha sterolovych pikov a pikov betulinu v oboch Standardoch ohranicujucich sériu

a vypocita sa responzny faktor Rj:
7



Priemerna plocha sterolového piku v Standarde

R1
Priemernd plocha betulinového piku v Standarde

Stanovi sa plocha sterolového a betulinového piku vo vzorke a vypocita sa responzny faktor Ry:

plocha sterolového piku vo vzorke

R2 =
plocha betulinového piku vo vzorke
R, W;
Mnozstvo sterolu vmg/lkg = — x — x Px10
Ri W,

W31 = mnozstvo sterolu v mg v 1 ml Standardného roztoku
W, = hmotnost’ vzorky v g
P = distota Standardu sterolu v %

V pripade extraktov tukov sa kone¢ny vysledok prepocita cez obsah tuku vo vzorke.
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