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⇒ temperatura injektorja: 300 °C;
⇒ temperatura detektorja: 320 °C;
⇒ integrator – rekorder: integracijski parametri mora-

jo biti takšni, da omogočajo točno določitev površin pikov.
Priporočljiva je integracija dolina-dolina (valley-valley);

⇒ občutljivost: 16-kratna najmanjša atenuacija;
⇒ količina injicirane substance: 1ml;
⇒ programiranje temperature peči: začetna tempera-

tura 235 °C 6 min, nato segreva s hitrostjo 2 °C na minuto
do temperature 285 °C;

⇒ split razmerje: 1:15;
⇒ nosilni plin: helij ali vodik, pritisk približno 120 kPa.

Te pogoje lahko toliko spremenimo v skladu z lastnim
kromatografom in kolono tako, da dobimo kromatograme, ki
ustrezajo naslednjim kriterijem: retenzijski čas internega stan-
darda se ne sme razlikovati za več kot pet minut od časa, ki
je podan v 6.3.2; višina pika internega standarda mora
segati vsaj do 80% višine polne skale rekorderja/integra-
torja.

Kromatografski sistem moramo pred uporabo preveriti
še z injiciranjem mešanice koncentrirane raztopine holesta-
3,5-diena (5.6) in raztopine n-nonakozana (5.8). Retenzijski
čas holesta-3,5-diena mora biti manjši od retenzijskega ča-
sa n-nonakozana (slika 1c). Če temu ni tako, lahko to popra-
vimo na dva načina: ali znižamo temperaturo kolone in/ali
uporabimo manj polarno kolono.

6.3.2 Identifikacija pikov
Retenzijski čas internega standarda je približno 19 mi-

nut, relativni retenzijski čas 3,5-stigmastadiena pa približno
1,29 (glej sliko 1b). 3,5-stigmastadien se pojavlja v manjši
količini kot izomera; oba ponavadi eluirata kot en kromato-
grafski pik. V primerih, ko je kromatografska kolona preveč
polarna ali pa zelo dobro ločuje, se zgodi, da omenjena
izomera kot majhen pik eluira tik pred stigmasta-3,5-dienom
(slika 2). V takih primerih je priporočljivo kolono zamenjati z
manj polarno ali pa s tako, ki ima večji notranji premer.

Opomba 9: referenčne stigmastadiene lahko dobimo z
analizo rafiniranega rastlinskega olja, le manjšo količino vzor-
ca moramo izbrati (1 do 2 g). Stigmastadieni tvorijo značilen
in dobro viden pik.

6.3.3 Kvantitativna analiza
Vsebnost stigmastadienov izračunamo s pomočjo na-

slednje formule:
As × Mc

stigmastadieni (mg/kg) = ——————————,
Ac × Mo

kjer je:
As = površina stigmastadienskega pika (če je pik raz-

deljen v dve izomeri, seštejemo površini obeh),
Ac = površina internega standarda (holesta-3,5-dien),
Mc = masa dodanega standarda, v mg,
Mo = masa olja, v g,
Meja detekcije: približno 0,01 mg/kg.

Slika 1: Kromatogram vzorca oljčnega olja analiziran na kapilarni koloni (z notranjim premerom 0,25mm, dolžine 25 m,
z notranjim nanosom 5% -fenilmetilsilikonske faze v debelini 0,25mm):

a) Prva frakcija (30 mL) vzorca deviškega olja z internim standardom
b) Druga frakcija (40 mL) vzorca oljčnega olja z vsebnostjo 0,10 mg/kg stigmastadienov
c) Tretja frakcija (40 mL), ki vsebuje nizek delež prve frakcije
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Slika 2: Kromatogram rafiniranega oljčnega olja analiziranega na koloni; DB-5, ki prikazuje izomero 3,5-stigmastadiena

1. Metoda
Plinsko kromatografska analiza z uporabo tehnike “head

space”

2. Oprema
2.1 Plinski kromatograf, opremljen z detektorjem

(ECD);
2.2 “Head space” aparatura;
2.3 Steklena kolona za plinski kromatograf 2m dolžine

in z notranjim premerom 2mm, z 10% stacionarne faze
OV101 (ali enakovredne) na nosilcu iz kalcinirane, kislinsko
sprane in silanizirane diatomejske zemlje, velikosti delcev
80 do 100 mesh.

2.4 Nosilni in pomožni plin: dušik za plinsko kromato-
grafijo, ECD kvalitete.

2.5 Steklena viala prostornine 10 do 15ml z nastav-
kom za plinsko brizgalko, opremljena z aluminijastim zamaš-
kom in od znotraj prevlečena s teflonom.

2.6 Prižema za hermetično tesnenje.
2.7 Plinska mikrobrizgalka, 0,5 do 2ml.

3. Reagent
Standard: halogenirana topila, primerne čistosti za plin-

sko kromatografijo.

4. Postopek
4.1  V vialo na desetinko mg natančno natehtamo prib-

ližno 3g vzorca olja (viale ne smemo ponovno uporabiti) ter
jo hermetično zapremo. Termostatiramo pri 70 °C eno uro.
S pomočjo brizgalke previdno vzamemo 0,2 do 0,5ml plin-
ske zmesi iz prostora nad vzorcem. To zmes vbrizgnemo v
kolono plinskega kromatografa pri naslednjih pogojih:

⇒ temperatura injektorja: 150 °C;
⇒ temperatura kolone: 70 do 80 °C;
⇒ temperatura detektorja: 200 do 250 °C.
Analiziramo lahko tudi pri drugih temperaturah, če le-te

ne vplivajo na rezultate.
4.2 Referenčne raztopine: z rafiniranim oljčnim oljem,

ki je brez vsake sledi halogeniranih topil, si pripravimo serijo
standardnih raztopin, v območju od 0,05 do 1 ppm – mg/kg
oziroma v območju, ki ustreza predvideni vsebnosti haloge-
niranih topil v vzorcu olja.

Halogenirana topila lahko redčimo s pentanom.
4.3 Kvantitativna analiza: površine oziroma višine pikov

v vzorcu primerjamo z istimi v standardnih raztopinah. Le-te
se ne smejo razlikovati za več kot 10%. Če temu ni tako,
površine (višine) pikov primerjamo z drugim standardom –
vse dokler ni razlika manjša od 10%. Vsebnost določimo na
osnovi povprečja nekaj brizgov.

4.4 Podajanje rezultatov: v ppm (mg/kg). Meja detek-
cije za to metodo je 0,01 mg.

Priloga 7

DOLOČANJE VSEBNOSTI HLAPNIH HALOGENIRANIH TOPIL V OLJČNIH OLJIH


