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Холестерол синтезується організмами усіх вищих тварин та є необхідним для їхнього функціонування, але зайве вживання холестеролу з продуктами харчування є небажаним через підвищення серцево-судинних захворювань. Тому, важливо визначати вміст холестеролу як в організмі людини, так і поза ним – у продуктах харчування. На даний момент існує багато методів визначення холестеролу – хімічні, ферментативні, хроматографічні [1]. Одним з надійніших методів визначення холестеролу як у крові, так і в харчових продуктах є газова хроматографія (ГХ) з полуменево-іонізаційним детектуванням (ПІД). Складністю цього визначення є тривала пробопідготовка, 

Метою даного дослідження була оптимізація визначення вмісту холестеролу у зразках сухого молока, з оптимізацією необхідних етапів пробопідготовки. За основу взято метод ГХ-ПІД визначення AOAC [2], який ґрунтується на прямій сапоніфікації жирів аналіту гідроксидом калію без попередньої екстракції жирів.

Вивчали можливість отримання відтворюваного сигналу детектора від вмісту холестеролу без його передколонкової дериватизації, умови силанізації гідроксильної групи холестеролу для її термічної стабілізації. Проведені дослідження показали, що хроматографування без силанізації гідроксильної групи холестеролу не дає досягнути відтворюваних величин площі піку холестеролу, хоча час утримування є стабільним.

Пробу готували таким чином. Наважку сухого молока масою 1,000 г поміщали в конічну колбу, додавали 10 мл 95% етанолу й 1 мл 1:1 (маса/маса) розчину гідроксиду калію. Вміст колби кип’ятили з дефлегматором протягом 20 хв, охолоджували до кімнатної температури, додавали 10 мл гексану, закривали кришкою та струшували. Вміст колби переносили у ділильну лійку, додавали 10 мл 1 М розчину гідроксиду калію, струшували та відкидали водну фазу. Екстракт промивали двічі 5…10 мл дистильованої води і переносили у пробірку. З прозорого шару відбирали 1,0 мл, переносили у віалу та випарювали до сухого залишку, додавали 0,2 мл гексаметилдисилазану, 0,1 мл триметилхлорсилану та 0,3 мл гексану, суміш перемішували, давали відстоятись протягом 20…30 хв, центрифугували при 1500 об./хв протягом 3 хв. 1 мкл отриманого прозорого розчину вводили у газовий хроматограф Agilent 6890. Хроматографували за таких умов: колонка HP-5 (30м×0,32мм×0,25мкм); Т термостату 290℃ (4 хв); інжектор: режим з розділенням потоку 1:5, температура 300℃; температура детектора - 300℃.

Визначено калібрувальну залежність площі хроматографічного піка від маси холестеролу (у мкг) у сухому залишку у віалі: S = (11 ± 26)+(4,4 ± 0,1)·m. За 3s та 10s критерієм розрахували МВ = 6,4 мкг та МКВ = 21 мкг. 

Визначення холестеролу у пробі проводили за зовнішнім стандартом та методом добавок. Добавки вводили до колби з наважкою сухого молока. Отримано залежність для зразку знежиреного сухого молока: S = (130±40)+(0,44±0,12)·m, за якою обчислено концентрацію холестеролу у пробі - 3,0·102 мкг/г.
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