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1. WSTEP

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest meto-
da oznaczania sktadu kwaséw ttuszczowych w postaci
estrow metylowych metoda chromatografii gazowe;.

1.2. Zakres stosowania normy. Normg¢ stosuje si¢ do
oznaczania skladu kwaséw thuszczowych w thuszczach
technicznych zwierzecych 1 roslinnych oraz kwaséw na-
turalnych 1 syntetycznych.

2. METODA OZNACZANIA

2.1. Zasada metody. Oznaczanie polega na rozdziale
kwaséw tluszczowych po przeprowadzeniu w estry me-
 tylowe, metoda chromatografii gazowej, identyfikacji
rozdzielonych skladniké6w i wyliczeniu ich procentowe;
zawartosci.

2.2. Aparatura i przyrzady

2.2.1. Aparatura do analizy chromatograficznej

a) Chromatograf gazowy z detektorem ptomieniowo-
-jonizacyjnym, wyposazony w kolumny szklane lub me-
talowe (z aluminium lub stali nierdzewnej) dlugosci
1 = 2 m i Srednicy wewngtrznej 2 =~ 4 mm.

b) Zawory redukcyjne precyzyjne z manometrami
dla argonu (azotu lub helu), wodoru i powietrza.

c) Mikrostrzykawki pojemnosci 1,0 = 10,0 pl.

d) Integrator.

W przypadku braku intergratora, procentowa zawar-
tos¢ kwasow tluszczowych oblicza sig¢ wg 2.8.

2.2.2. Zestaw do estryfikacji

a) Amputki szklane z dluga szyjka pojemnosci 5 ml.

b) Pipety wielomiarowe pojemnosci 2 ml.

¢) Pipety wielomiarowe pojemnosci 5 ml.

d) Laznia wodna.

2.3. Odczynniki i roztwory

a) Alkohol metylowy cz.d.a., bezwodny.

b) Azot spr¢zony z butli o czysto$ci nie mniej niz
99.9%(V/V) lub azot spr¢zony wg PN-71/C-84912, lub
Hel spr¢zony lub Argon sprg¢zony.

c) Eter etylowy cz.d.a.

d) Tréjfluorek borowy cz., roztwér 14%(m/m) w al-
koholu metylowym (produkt handlowy).

e) Chlorek sodowy cz., roztwdr nasycony.

f) Powietrze spr¢zone wg PN-74/C-84913.

g) Wodor sprezony wg PN-61/C-84908.

h) Wodorotlenek potasowy cz.d.a., o stgzeniu
c(KOH) = 0,5 mol/l w alkoholu metylowym.

1) Wzorce estrow metylowych kwasow ttuszczowych
w zaleznosci od rodzaju analizowanego surowca, np.:

ester metylowy kwasu laurynowego,

ester metylowy kwasu polmitynowego,

ester metylowy kwasu stearynowego,

ester metylowy kwasu oleinowego,

ester metylowy kwasu linolowego,

ester metylowy kwasu arachidowego.

]) Wypelnienie kolumn chromatograficznych:

10% SP — 2300 na Supelcoport 80/100 mesh firmy
Supelco lub 10% SP — 2330 na Chromosorb 100/120
mesh firmy Supelco lub § =+ 10% DEGS — PS na
Supelcoport 80/100 mesh firmy Supelco lub 10% Silar
5 CP na Gas Chrom Q II 80/100 mesh firmy Alltech
lub inne wypelnienie odpowiednie do rozdzialu estrow
metylowych kwaséw ttuszczowych. W przypadku braku
handlowego wypetnienia, nalezy je wykonal wg
rozdz. 3. :

2.4. Napeinianie kolumn chromatograficznych. Zalez-
nic od objetosci kolumny, odwazy¢ wymagang ilosé
wypelnienia, a nast¢pnie jeden koniec kolumny zatkac
tamponem z waty szklanej 1 podiaczy¢ do pompki wod-
nej, a przez drugi koniec wsypywa¢ matymi porcjami
wypetnienie. Podczas napelniania, ubija¢ wypeinienie za
pomocg wibratora mechanicznego lub przez lekkie ude-
rzanie pr¢tem drewnianym. Po catkowitym napelnieniu
kolumny, odlaczy¢ pompke i zatka¢ drugi koniec wa-
ta szklang, a kolumng¢ podiaczy¢ do aparatu. Kolumng
wygrza¢ w termostacie chromatografu po odlaczeniu od
detektora w temperaturze 200°C w przepltywie gazu
no$nego w ciggu 72 h.

2.5. Pobieranie probek i przygotowanie $redniej prob-
ki laboratoryjnej wykona¢ wg PN-87/C-04288/02
i PN-87/C-04288/03.

2.6. Przygotowanie estrow metylowych

2.6.1. Wykonanie przeestryfikowania préobki ttuszczu.
Do amputki pojemnosci 5 ml wprowadzi¢ za pomocg
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szklane) kapilary okoto 50 mg ttuszczu tak, aby nie
zwilzy¢ szyjki. Nastgpnie pipeta wprowadzi¢ | ml roz-
tworu wodorotlenku potasu wg 2.3h) 1 zmydla¢ na wrza-
cej tazni wodnej w ciggu 3 = 5 min. Po zmydleniu
probki doda¢ 2 ml roztworu tréjfluorku borowego wg
2.3d), ogrzewac¢ na tazni wodnej w temperaturze okoto
80°C w ciggu 2 = 3 min.

Nastgpnie dodac¢ roztwor chlorku sodowego wg 2.3e)
w takiej ilosci, aby warstwa estrOw metylowych zna-
lazta si¢ w szyjce amputki. Nastgpnie doda¢ okoto
0,5 ml eteru etylowego wg 2.3¢). Do analizy pobrac
probk¢ za pomocg mikrostrzykawki z warstwy etero-
wej.

2.6.2. Wykonanie estryfikacji probki kwasow ttuszczo-
wych. Do amputki pojemnosci 5 ml wprowadzi¢ za po-
mocg szklanej kapilary okoto 20 mg kwasow ttuszczo-
wych i za pomocg pipety doda¢ 2 ml roztworu trdj-
fluorku borowego wg 2.3d) i ogrza¢ na tazni wodnej
w temperaturze 80°C w cigeu 2 <+ 3 min.

Zawarto$¢ amputki uzupetni¢ roztworem chlorku so-
dowego wg 2.3¢) do poziomu szyjki, a nast¢gpnie dodac
0,5 ml eteru estylowego wg 2.3c). Do analizy pobrac
probke¢ za pomocg mikrostrzykawki z warstwy eterowej.

2.7. Wykonanie oznaczania. Przed wykonaniem ozna-
czania, ustawi¢ optymalne parametry pracy chroma-
tografu w zaleznos$ci od ilosci atomoéw wegla w tan-
cuchu rozdzielanych kwasow:

— warunki linlowego programowania temperatury
80 =+ 200°C lub 150 =+ 250°C z szybkoscig programowa-
nia 5 =+ 10°/min,

— temperatura detektora 250 <+ 300°C

— temperatura odparowalnika 150 =+ 200°C

— szybko$¢ przeptywu gazu nos$nego 40
60 ml/min,

— szybkos¢ przeptywu wodoru i1 powietrza zgodnie
z instrukcjg obstugi chromatografu,

— wielkos¢ probki 0,5 =+ 2,0 pl.

Po ustaleniu wymaganych warunkow, wprowadzié
badang prébk¢ za pomocg mikrostrzykawki na kolum-
n¢ chromatograficzng. Na otrzymanym chromatogra-
mie piki powinny by¢ symetryczne, dobrze rozdziclone,
a wysokos¢ najwyzszych powinna wynosi¢ powyzej 50%
skali rejestratora.

W przypadku uzyskania zbyt matych pikow, nalezy
zwigkszyé czutos¢ lub wprowadzi¢ wigkszg probke.

Natomiast przy zle rozdzielonych pikach nalezy ob-
nizy¢ temperaturg¢ termostatu lub zmienié¢ przepltyw ga-
zu nos$nego lub zmienié wypdmuut. kolumn.

2.8. Obliczanie wynikow

2.8.1. Interpretacja jakoSciowa chromatogramu. Inter-
pretacj¢ jakosciowa przeprowadzi¢ przy uzyciu wzor-
coOw wg 2.31) przez poréwnanie czasoOw retencji sktadni-
koéw mieszaniny wzorcow¢j T poszCzegbdlnych skladni-
kow badanej probki na chromatogramach wykonanych
w takich samych warunkach. = -

2.8.2. Interpretacja jakoSciowa chromatogramu. Inter-
pretacje jakosciowa chromatogramu wykona¢ za po-
mocg integratora lub wyliczajgc powierzchnie piku dla
kazdego sktadnika z iloczynu wysokosci piku 1 szero-
kosci w potowie wysokosci lub za pomocg planimetru.

Udziat procentowy dowolnego sktadnika (X) w pro-
centach masowych obliczy¢ ze wzoru
P

X:——.

100
P

w ktorym:
P — powierzchnia piku dowolnego sktadnika, cm?,
2P — suma powierzchni pikOw wszythlch sk}adm-
kow na chromatogramie, cm?,

Wyniki nalezy interpretowaé¢ wg PN-70/N-02120 me-
toda Z. Przy podawaniu wynikéw nalezy okresla¢ wa-
runki wynikajace z 2.7, w jakich byla wykonywana
analiza.

2.8.3. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik koncowy
oznaczania nalezy przyja¢ Srednig arytmetyczng wyni-
kéw co najmniej dwoch rownolegltych oznaczen, dla
ktorych wzgledna maksymalna roéznica w procentach
wartosci oznaczanej nie przekroczy wartosci podanych
w tabl. 1.

Tablica 1
Udziat skfadnika | Dopuszczalny rozstgp dwoch wynikow row-
% nolegtych w 9% wartoSci oznaczanej

X1 - X2

= - 100

X

ponizej | ' 35
1+-10 25
10--40 10
powyze] 40 3

3. WYKONANIE WYPELNIENIA KOLUMNY

3.1. Aparatura

a) Kolba okrggtodenna ze szlifem pojemnosci 750 ml.

b) Nasadka z dwoma tubusami.

¢) Laznia wodna.

d) Suszarka prézniowa.

3.2. Odczynniki

a) Azot wg 2.2a).

b) Chloroform cz.d.a.

¢) Fazy ciekte takie jak:

SP — 2300,

SP — 2330, ”

DEGS — PS,

Silar 5 CP.

d) Nosniki takie jak:

Gas Chrom Q,

Chromosorb WAW,

Diatomite CAW
lub inne o uziarnieniu 80 = 100 mesh.

3.3. Sporzadzenie wypehienia. Do kolby okragto-
dennej] weg 3.1a) odwazy¢ nos$nik wg 3.2d) wysuszony
w temperaturze 110°C w ilodci potrzebnej do napel-
nmenia kolumn.

Nastgpnie odwazy¢ w zlewce pojemnosct 250 ml fazg
cickta wg 3.2c. llos¢ tazy obliczy¢ zaleznie od procen-
towego stezenia na nosniku. Dodac¢ 100 ml chlorofor-
mu wg 3.2b. Po rozpuszczeniu fazy ciektej, przelaé roz-
twor do kolby z nosSnikiem. Zawartos¢ kolby bardzo
dobrze wymiesza¢, zamkng¢ kolb¢ nasadka z dwoma
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tubusami wg 3.1b) i podiaczy¢ do pompy wodnej 1 bu-
tli z azotem wg 3.2a. Kolbg¢ umiesci¢ w tazni wodnej
i powoli oddestylowywa¢ rozpuszczalnik (do tej czyn-
nosci zaleca si¢ stosowanie wyparki obrotowej). Nast¢p-
nie wypelnienie suszy¢ i wstgpnie kondycjonowad

w przeplywie azotu w temperaturze 180°C w ciggu
okoto 12 h.

Stosowane 1losci fazy cieklej wynosza najczescie)
5 =+ 20%(m/m) w stosunku do nos$nika.

KONTIEC

INFORMACJE DODATKOWE

1. Instytucja opracowujgca norm¢ — Instytut Chemii Przemysto-
wej, Warszawa.

2. Istotne zmiany w stosunku do BN-76/6130-03

a) usunigto p. 1.3 ,Okreslenia®, ktore sg zawarte w PN-74/
T-06507/00,

b) wprowadzono nowe rodzaje wypelnien 1 faz cieklych.

3. Normy zwiazane
PN-87/C-04288/02 Ttuszcze techniczne. Metody badan. Pobieranie

probek i przygotowanie Sredniej probki laboratoryjnej
PN-87/C-04288/03 Tluszcze techniczne. Metody badan. Przygoto-

wanie probek do analizy
PN-61/C-84908 Wodor techniczny sprgzony

PN-71/C-84912 Azot spr¢zony techniczny

PN-74/C-84913 Powietrze sprg¢zone

PN-70/N-02120 Zasady zaokraglania i zapisywania liczb
4. Normy zagraniczne

BS 684: Section 2.34:1980 Fats and fatty oils. Preparation of methyl
esters of fatty acids

BS 684: Section 2.35:1980 Fats and fatty oils. Analysis by gasliquid
chromatography of methyl esters of fatty acids

USA ASTM D 1983-69 Fatty acid composition by Gas Liquid
Chromatography of methyl esters
5. Autorzy projektu normy — mgr Iwona Bak, mgr Hanna Tur-
lewicz, Instytut Chemii Przemystowej, Warszawa.



