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1. WSTĘP 

1.1. Przedmiot nonny. Przedmiotem normy jest meto
da oznaczania składu kwasów tłuszczowych w postaci 
estrów metylowych metodą chromatografii gazowej. 

1.2. Zakres stosowania nonny. Normę stosuje się do 
ożnaczania składu kwasów tłuszczowych w tłuszczach 
technicznych zwierzęcych i roślinnych oraz kwasów na
turalnych i syntetycznych. 

2. METODA OZNACZANIA 

2.1. Zasada metody. Oznaczanie polega na rozdziale 
kwasów tłuszczowych po przeprowadzeniu w estry me

I tylowe, metodą chromatografii gazowej, identyfikacji 
rozdzielonych składników i wyliczeniu ich procentowej 
zawartości. 

2.2 . . Aparatura i przyrządy 
2.2.1. Aparatura do analizy chromatograficznej 
a) Chromatograf gazowy z detektorem płomieniowo

-jonizacyjnym, wyposażony w kolumny szklane lub me
talowe (z aluminium lub stali nierdzewnej) długości , . 
I -;- 2 m i średnicy wewnętrznej 2 -;- 4 mm. 

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

c) Mikrostrzykawki pojemności 1,0 -;- 10,0 Jll. 
d) Integrator. 
W przypadku braku intergratora, procentową zawar-

tość kwasów tłuszczowych oblicza się wg 2.8. 
2.2.2. Zestaw do estryfikacji 
a) Ampułki szklane z długą szyjką pojemności 5 mI. 
b) Pipety wielomiarowe pojemności 2 mI. 
c) Pipety wielomiarowe pojemności 5 mI. 
d) Łaźnia wodna. 
2.3. Odczynniki i roztwory 
a) Alkohol metylowy cz.d.a., bezwodny. 
b) Azot sprężony z butli o czystości nie mmeJ niż 

99,9%(V IV) lub azot sprężony wg PN-7I1C-84912, lub 
Hel sprężony lub Argon sprężony. 

c) Eter etylowy c~d.a. 
d) Trójfluorek borowy cz., roztwór 14%(mlm) wal

koholu metylowym (produkt handlowy). 

e) Chlorek sodowy cz., roztwór nasycony. 
f) Powietrze sprężone wg PN-74/C-849 I 3. 
g) Wodór sprężony wg PN-6I1C-84908. 
h) Wodorotlenek ' potasowy cz.d.a., o stężeniu 

c(KOH) = 0,5 molll w alkoholu metylowym. 
i) Wzorce estrów metylowych kwasów tłuszczowych 

w zależności 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. 
j) Wypełnienie kolumn chromatograficznych: 

10% SP - 2300 na Supelcoport 80/100 mesh firmy 
Supelco lub 10% SP - 2330 l1a Chromosorb 100/120 
mesh firmy Supelco lub 5 -;- 10% DEGS - PS na 
Supelcoport 80/100 mesh firmy Supelco lub 10% Silar 
5 CP na Gas Chrom Q II 80/100 mesh firmy AlItech 
lub inne wypełnienie odpowiednie do rozdziału estrów 
metylowych kwasów tłuszczowych . W przypadku braku 
handlowego wypełnienia, należy je wykonać wg 
rozdz. 3. 

2.4. Napełnianie kolumn chromatograficznych. Zależ
nie od objętości kolumny, odważyć wymaganą ilość 

wypełnienia , a następnie jeden koniec kolumny zatkać 
tamponem z waty szklanej i podłączyć do pompki wod
nej, a przez drugi koniec wsypywać małymi porcjami 
wypełnienie. Podczas napełniania, ubijać wypełnienie za ' 
pomocą wibratora mechanicznego lub przez lekkie ude
rzanie prętem drewnianym. Po całkowitym napełnieniu 
kolumny, odłączyć pompkę i zatkać drugi koniec wa
tą szklaną, a kolumnę podłączyć do aparatu. Kolumnę 
wygrzać w termostacie chromatografu po odłączeniu od 
detektora w temperaturze 200°C w przepływie gazu 
nośnego w ciągu 72 h. 

2.5. Pobieranie próbek i przygotowanie średniej prób-
ki laboratoryjnej wykonać wg PN-87/C-04288/02 

PN-87/C-04288/03. 
2.6. Przygotowanie estrów metylowych 
2.6.1. Wykonanie przeestryfikowania próbki tłuszczu. 

Do ampułki pojemności 5 mi wprowadzić za pomocą 

Zgłoszona przez Instytut Chemii Prz.emysłowej 

Ustanowiona przez Dyrektora Instytutu Chemii Przemysłowej dnia 20 lipca 1989 r. 
jako norma obowiązująca od dnia 1 czerwca 1990 r. 

(Dz. Norm. i Miar nr 4/1990, poz. 8) 
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szk la nej ka pila ry ok oło 50 mg tłuszczu ta k , a by nie 
zwilżyć szyjki. Nastę pnie pipe tą wprowadzić t mI roz
two ru wod o ro tl enku po tas u wg 2.3h ) i zmydl ać na wrzą

cej łaź ni wodnej w c iągu 3 ...;- 5 min . Po zmydleniu 
pró bki dodać 2 mi roztwo ru trójfluo rku borowego wg 
2.3d ), og rzewać na łaź ni wodnej w tempera turze około 

80°C w c i ągu 2 ...;- 3 min. 
Następni e dodać roztwór chl orku sodowego wg 2.3e) 

w ta kiej il ośc i , a by wa rstwa estrów mety lo wyc h zna
lazła s i ę w szyjce a mpułk i. Następni e dodać około 

0,5 mi ete ru e tylowego wg 2.3c). Do a na li zy pobrać 

pró bkę za pomocą mikrostrzykawki z wa rstwy etero
weJ. 

2.6.2. Wykonanie estryfikacji próbki kwasów tłuszczo
wych. D o a mpułki pojemnośc i 5 mi wprowad zi ć za po
mocą szkla nej ka pila ry ok oło 20 mg kwasów tłu szczo

wyc h i za pomocą pipe ty dodać 2 mi roztwo ru trój
flu o rku borowego wg 2.3d ) i ogrzać na łaźni wodnej 
w tempera turze 80°C w c iągu 2 ...;- 3 min . 
Zawa rtość a mpułki u zu pełnić roztwo rem chlo rku so

dowego wg 2.3e) do pozio mu szyjki , a nas tępnie dod ać 

0 ,5 mi ete ru estylowego wg 2.3c). D o a na lizy pobrać 
próbkę za pomocą mik rost rzy kawki z warstwy eterowej . 

2.7. Wykonanie oznaczania. Przed wy ko na niem ozna
czani a, ustaw ić o p ty ma lne pa ra metry pracy chro ma
togra fu w za l eż nośc i od il ośc i a to mów węg l a w ła l1-

cuchu rozd zie la nyc h kwasó w: 
- wa run ki lini owego progra mowa nia temperatury 

80 ...;- 200°C lub 150 ...;- 250°C z szybk ośc i ą prog ra mo wa
nia 5 ...;- JOo/ min , 

- tempera tura detek to ra 250 ...;- 300°C, 
- tempera tura odparowa lnika 150 ...;- 200°C, 
- szybk ość przepływu gazu noś nego 40 

60 mi/ min , 
- szybk ość prze pływu wod o ru i powie trza zgodnie 

z in s truk cją · o bsług i ch ro ma tografu , 
- wie lk ość pró bki 0,5 ...;- 2,0 !lI. 
Po usta leniu wy maga nych wa runk ów, wprowad zi ć 

badaną próbkę za pomocą mikros trzykawki na ko lum
nę c h roma tograficzną. Na o trzymanym chro ma tog ra
mie piki powinny być symetryczne, d ob rze rozd zielo ne, 
a wysok ość najwyższych powinna wynos i ć powyżej 50% 
ska li rejestra to ra. 

W przypadku uzyska ni a zbyt małych pików, na l eży 

zwi ę kszyć czułość lub wprowadzić w i ę k szą pró bk ę. 

Na to miast przy ź l e rozd zie lo nyc h pikach na l eży o b
ni żyć tempera tu rę te rm osta tu lub zmie nić prze pływ ga
zu nośnego lub zmie nić wypełnie nie ko lumn . 

2.8. Obliczanie wyników 
. 2.8.1. Interpretacja jakościowa chromatogramu. Inter
pre tację ja kośc iową przeprowad z ić przy użyciu wzor
ców wg 2.3 i) przez po równan ie czasów retencji s kładn i 

ków miesza nin y wzo rcowej I pos~CzegóhJ.Ych składni
ków bada nej p róbki na ch,rQmato'gram'ach, wykona nych 
w ta kich sa myc h waru nkach. - --

2.8.2. Interpretacja jakościowa chromatogramu. Inte r
pre tację ja k ośc i ową ch ro ma tog ra mu wyk onać za po
mocą integ ra to ra lub wy li czaj ąc powie rzc hnię piku d la 
każdego s kładnika z iloczynu wysok ości piku i szero
kośc i w połow i e wysok ości lub za pomocą pla nimetru . 

Udział procentowy dowolnego s kładnika (X) w pro
centach masowych obliczyć ze wzoru 

x = 

w któ rym: 

P 

IP 
. 100 

p - powierzchnia piku d owo lnego s kładnika , cm2
, 

z.. p - suma po wierzchni pikó w wszystkich składni

kó w na ch ro matogra mie, cni2
. 

W yniki na leży inte rpre tować wg PN-70/ N-02120 me
toda Z. Przy podawa niu wyników na leży okreś l ać wa 
runki wyn i k ające z 2.7, w ja kich była wykonywa na 
a na li za. 

2.8.3. Wynik końcowy oznaczania. Za wynik końcowy 

oznaczania na leży przyj ąć ś rednią 'a rytmetyczną wyni
kó w co najmniej dwóch równo ległych oznaczeń , dla 
któ rych względna ma ksyma lna różnica w procentach 
wa rtości o znacza nej nie przekroczy wa rtośc i podanych 
w ta bl. I. 

Tablica I 

Udzi a ł sk ła dnika Dopuszcza lny rozstęp dwóch wyników · rów-

% no ległyc h w % wa rtośc i oznacza nej 
X I - X 2 

100 
X -

pon iżCJ ł 35 
1-0- 10 25 
10-0-40 10 

powyżej 40 5 

3. WYKONANIE WYPEŁNIENIA KOLUMNY 

3.1. Aparatura 
a) Ko lba okrągłodenna ze szlifem pojemnośc i 750 mI. 
b ) Nasadka z dwo ma tubusa mi. 
c) Łaźnia wodna . 
d ) Susza rka próżni owa. 
3.2. Odczynniki 
a ) Azo t wg 2.2a) . 
b ) C hlorofo rm cz.d .a. 
c) Fazy c i e kłe ta ki e ja k: 
SP - 2300, 
SP - 2330, 
O EG S - PS, 
Silar 5 CP. 
d ) Nośn i ki ta ki e ja k: 
Gas C hro m Q, 
C hro mosorb WAW , 
Oia tom ite CA W 

I 

lub inne o uzia rnieniu 80 ...;- 100 mesh . 
3.3. Sporządzenie wypełnienia. Do ko lby ok rągł07 

dennej wg 3. la) odważyć nośnik wg 3.2d) wys uszony 
w tempera turze 110°C w il ości potrzebnej do na peł

nie nia kdlumn . 
Następn ie od ważyć w zlewce pojemnośc i 250 mi fazę 

c i e kłą wg 3.2c. Il ość' fazy ob li czyć za l eż ni e od procen
to wego s tęże nia na noś ni k u . Dodać JOO mi chlorofor
mu wg 3.2b . Po rozpuszcze niu fazy c i e kłej, p rze l a~ r OZ

twó r do ko lby z n oś ni k i em . Zawa rtość ko lby bard zo 
dobrze wymieszać, za m k nąć ko l bę nasadką z d wo ma 
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tubusami wg 3.1 b) i podłączyć do pompy wodnej i bu
tli z azotem wg 3.2a. Kolbę umieścić w · łaźni wodnej 
i powoli oddestylowywać rozpuszczalnik (do tej czyn
ności zaleca się stosowanie wyparki obrotowej). Następ
me wypełnienie suszyć wstępnie kondycjonować 

w przepływie azotu w temperaturze 180°C w CIągu 
około 12 h. 

Stosowane ilości fazy ciekłej wynoszą najczęściej 

5 -;- 20%(mlm) w stosunku do nośnika. 

KONIEC 

INFORMACJE DODATKOWE 

l. Instytucja opracowująca normę - Instytut Chemii Przemysło

wej, Warsza wa. 
2. Istotne zmiany w stosunku do BN-76/6130-03 
a) usunięto p. 1.3 "Określenia", które są zawarte w PN-74/ 

T-06507/00, 
b) wprowadzono nowe rodzaje wypełnień i raz ciekłych. 
3. Normy związane 

PN-87/C-04288/02 Tłuszcze techniczne. Metody badań. Pobieranie 
próbek i przygotowa 'nie średni ej próbki labora toryjnej 

PN-87/C-04288/03 Tłuszcze techniczne. Metody badań. Przygoto
wanie pró bek do analizy 

PN-6 1/C-84908 Wodór techniczny sprężony 

PN-7I1C-84912 Azot sprężony techniczny 
PN-74/C-84913 Powietrze sprężone 

PN-70/N-02120 Zasady zaokrąglania i za pisywa nIa liczb 
4. Nonny zagraniczne 

BS 684: Section 2.34: 1980 Fats and ratty o ils. Preparation ol' methyl 
csters ol' fa tt y acids 

BS 684: Section 2.35:1980 Fats and fa tty oi ls. Analysis by gas liquid 
chromatography ol' meth yl esters ol' ratty acids 

USA ASTM D .1983-69 Fatty acid composition by Gas Liquid 
Chro ma tography ol' methyl esters 
5. Autorzy projektu normy - mgr Iwona Bąk. mgr Ha ima Tur
lewicz, Instytut Chemii Przemysłowej, Warszawa. 


