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I. WSTEP

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy jest meto-
da oznaczania sktadu kwasow thuszczowych w roslin-
nych ttuszczach jadalnych oraz w nasionach rzepaku
z uwzglednieniem odmian niskoerukowych. Metoda po-
lega na zastosowaniu chromatografii gazowe] do anali-
zowania estrow metylowych kwasow ttuszczowych.

1.2. Zakres stosowania. Norm¢ nalezy stosowac do
oznaczania sktadu kwasow thuszczowych w ciektych
i statych thuszezach roslinnych, takich jak: oley rzepa-
kowy, sojowy, stonecznikowy, palmowy itp. oraz
w margarynie, jak rowniez do oznaczania skladu kwa-
sow tluszczowych w nasionach rzepaku bez wzgledu na
zawartoS¢ w nim kwasu erukowego, przy czym nawaz-
ka nasion powinna wynosi¢ co najmniej 10 g. Metoda
niec obejmuje kwasow thuszczowych o liczbie atomow
wegla ponize] 6 oraz kwaséw ttuszczowych z grupami
funkcyjnymi epoksy-, hydroksy-, hydroperoksy-, keto-,
cyklopropylo-, cyklopropyleno-. Metody nie nalezy
stosowa¢ do oznaczania kwasow ttuszczowych wielo-
nienasyconych o wigzaniach podwodjnych skumulowa-
nych, jak rowniez do kwasoéw ttuszczowych z wigzania-
mi potréjnymi,

1.3. Okreslenia

1.3.1. Chromatogram — zapis sygnatow detektora
przedstawiajgcy zmiany skladu w eluacie wypltywajgcym

7z kolumny jako funkcje czasu lub objetosci gazu nos-

nego.

1.3.2. Pik — zapis sygnatu detektora przedstawiajgcy
rozktad stezenia lub masy eluowanej substancji w gazie
przenoszacym jako funkcje czasu.

1.3.3. Nosnik — materiat sypki, porowaty. na ktorym
osadzona jest faza ciekla w postaci cienkicj warstewki.
Rol¢ nosnika moze spelnia¢ wewnetrzna Scianka ko-
lumny, zwtaszcza kapilarne].

1.3.4. Faza nieruchoma — ciecz lub aktywne cialo
state (adsorbent) lub adsorbent pokryty cieczg. Faza
cickta pokrywa nosnik warstewka cienkiego filmu.

1.3.5. Gaz noSny — faza ruchoma przenoszaca sklad-
niki probki przez kolumn¢ oraz z kolumny do detek-
tora.

1.3.6. Wypelnienie kolumny — nos$nik pokryty fazg
nieruchomg lub adsorbent wypeiniajgcy kolumng¢ lub
faza pokrywajaca $cianki kolumny kapilarnej.

1.3.7. Rozdzielczos¢ kolumny chromatograficznej —
iloraz roznicy czasdw retencji dwoch substancji pomno-
zony przez 2 i sumy szerokosci odpowiadajacych im
pikOw przyv podstawie. Rozdzielczos¢ oblicza¢ wg wzo-
ru

204" - 04) i
-~ BC + BC "
w Ktorym:

0OA° — czas retencji dla pierwszego piku,

0OA — crzas retencji dla drugiego piku,

B’C" — szerokos$¢ pierwszego piku,

BC — szeroko$¢ drugiego piku.

1.3.8. Sprawnos¢ kolumny — liczba potek teoretycz-

nych, przypadajacych na jednostke dtugosci, najczgscie)
na I m. Liczbe polek teoretycznych oblicza¢ wg wzoru

oA
n=16(——) (2)
4 B'C’
w Ktorym:
0OA’® — czas retencji piku.
B’C" — szeroko$¢ tego piku przy podstawie.

1.3.9. Blad wzgledny wyniku oznaczania (%) — iloraz
rdznicy wynikow dwéch réwnolegtveh oznaczan 1 war-
tosci $redniej arvtmetycznej tych wynikow pomnozony
przez 100. W przypadku wykonywania wigkszej liczby
oznaczan zamiast réznicy warto$ci  wynikoéw nalezy
oblicza¢ odchylenie standardowe.

2. METODA OZNACZANIA

2.1. Zasada metody polega na ckstrakcji eterem oleju
7z nasion rzepaku, a nastgpnie po odparowaniu rozpusz-
czalnika — mna hydrolizie alkalicznej. Oleje 1 tuszcze
wydzielone z margaryny poddaje si¢ bezposrednio hy-
drolizie alkalicznej. Uwolrione 7z glicerydow kwasy
thuszczowe przeprowadza si¢ w estry metylowe. Otrzy-
mane estry analizuje si¢ metoda chromatografii gazo-
wej. Na podstawie wykonanej analizy chromatograficz-
nej przeprowadza si¢ jakosciowg i ilosciowg oceng skia-
du kwasow tluszczowych oleju w badanej probce.

Zgtoszona przez Zjednoczenie Przemystu Olejarskiego
Ustanowiona przez Naczelnego Dyrektora Zjednoczenia Przemystu Olejarskiego dnia 15 kwietnia 1980 r.
jako norma obowiazujaca od dnia 1 pazdziernika 1980 r. (Dz. Norm. i Miar nr 11/1980 poz. 50)

WYDAWNICTWA NORMALIZACYJNE 1980.

Druk. Wyd. Norm. W-wa. Ark. wyd. 0,60 Nakf. 2500 + 55 Zam. 1311/80

Cena zt 3.60
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2.2. Aparaty i przyrzady

a) Chromatograf gazowy z detektorem ptomienio-
wo-jonizacyjnym wraz z wyposazeniem.

b) Kolumna chromatograficzna o dlugosci okoto
1,5 m. Zalecane jest stosowanie kolumn szklanych.
Mozna stosowac¢ rowniez kolumny kapilarne pokryte
faza polarng. ’

¢) Mikrostrzvkawka chromatograficzna umozliwia-
jaca wprowadzenie probek o objetosci od 0,001 do
0,01 cm’.

d) Waga potanalityczna o doktadnosci 0,001 g.

¢) Laznia powietrzna z termoregulacja w zakresie
do 100°C.

f) Zestaw szklany do destylacji rozpuszczalnikow.

g) Zestaw szklany do nasycania metanolu chlorowo-
dorem.

h) Zestaw szklany do wkraplania chlorku tionylu
do metanolu.

i) Mozdzierze porcelanowe do ucierania nasion rze-
paku.

j) Pipety pojemnosci 1, 2, 5 cm’ z podziatka.

k) Gruszki gumowe lub inne przyrzady do napetnia-
nia pipet.

1) Amputki szklane pojemnosci 5 cm’.

m) Kolumienki szklane do ekstrakcji oleju z nasion
rzepaku (dlugos¢ okoto 25-+50 mm, Srednica okoto
IS+20 mm, zaopatrzone w kran lub spick szklany).

n) Statyw do przeprowadzenia ekstrakceji oleju z ko-
lumienck do amputek.

o) Kolby kuliste pojemnosci 750 - 1000 cm’.

2.3. Odczynniki i roztwory

a) Azot, argon lub hel o czystosci okreslone) wyma-
ganiami w instrukcji obstugi chromatografu gazowego.

b) Wododr o czystosci okreslonej wymaganiami w in-
strukcji obstugi chromatografu gazowego.

¢) Tlen lub powietrze o czystosci okreslonej wyma-
ganiami w instrukcji obstugi chromatografu gazowego.

d) Nosniki do chromatografii gazowej przemywane
kwasem, a w niektorych przypadkach réwniez silanizo-
wane w zaleznosci od stosowanej fazy stacjonarnej.
Rozdrobnienie zalezne od srednicy kolumny w zakresie
80+ 100 mesh lub 100120 mesh.

¢) Fazy stacjonarne: poliestrowe lub organo-siliko-
nowe, przy czym zaleca si¢ stosowanie nast¢pujacych
wypelnien:

— 10% Apolar SCP na Gas Chrom Q, 100+ 120
mesh,

— 10% BDS na Diatomite C(AW), 100+ 120 mesh,

— 5% BDS + 5% DEGS na Chromosorbie
W(AW), 100+ 120 mesh.

f) Eter etylowy cz.d.a. Moze by¢ stosowany eter
O nizszej czystosci, po uprzednim oczyszczeniu na dro-
dze destylacji.

g) Chloroform cz.d.a. do przygotowania wypelnien
chromatograficznych (wymienionych w poz. e). Moze
by¢ stosowany odczynnik o niZzszym stopniu czystoSci
po uprzednim oczyszczeniu na drodze destylaci.

h) 1zooktan cz.d.a. Mozna stosowa¢ odczynnik
0 nizszym stopniu czysto$ci po uprzednim oczyszczeniu
na drodze destylacii.

1) Wata odthuszczona eterem etylowym w aparacie
Soxhleta.

j) Metanol cz.d.a. zawierajacy nie wigcej niz 0.5%
wody.

k) Piasek przemywany stezonym kwasem solnym
i azotowym na gorgco, plukany wodg destylowang do
odczynu oboj¢tnego, a nastgpnie suszony. Zaleca sig¢
ogrzewanie mieszaniny piasku z kwasami pod chlodnicg
zwrotng przez okoto 8 h.

) Wodorotlenek sodowy cz.d.a.

m) Chlorek tionylu cz.d.a.

n) Kwas siarkowy cz.d.a.

0) Chlorek sodowy cz.d.a.

p) Wodorotlenek potasowy 0,5N roztwor w meta-

r) Trojfluorek borowy, roztwér okoto l4-procento-
wy w metanolu (v/v). Trojfluorek borowy jest substan-
cja silnie toksyczng. Nalezy go stosowaé w wyjatko-
wych przypadkach w razie braku innych odczynnikow
do estryfikacji. W czasie pracy z tym odczynnikiem
nalezy zachowaé s$rodki ostrozno$ci przewidziane
w przepisach bhp. Roztwory metanolowe BF; przecho-
wywaé w szczelnie zamknigtych naczyniach z ciemnego
szkta w temperaturze 0 = 6°C. Trwalos¢ tego roztworu
nie przekracza 6 miesigcy.

s) Chlorowodor, roztwoér w metanolu okoto 4-pro-
centowy (v/v).

t) Chlorek tionylu,
2-procentowy (v/v).

Roztwory chlorowodoru 1 chlorku tionylu w meta-
nolu przechowywaé nie dtuzej niz 7 dni w warunkach
takich, jak dla MeOH-BFs;.

u) Kwas siarkowy, roztwér w metanolu w stosunku
2:10.

w) Chlorek sodowy, nasycony roztwor.

roztwor w  metanolu  okolo

2.4. Przygotowanie probki do analizy

2.4.1. Przygotowanie probki analitycznej nasion rzepa-
ku. Srednia probke laboratoryjng przygotowaé wg
PN-76/R-66146 1 pobra¢ z niej co najmniej 10 £0,1 g.
Nawazke¢ zmielic w miynku (bez piasku) lub utrzec
w mozdzierzu z piaskiem w stosunku 1:2.

2.4.2. Przygotowanie probki tluszczow jadalnych.
Probke pobrang wg PN-76/A-86910 przygotowaé wg
PN-76/A-86911. Do amputki pojemnosci 5 c¢cm’ prze-
nies¢ 10-+50 mg tluszczu. Dalej postgpowad wg 2.6.

2.5. Ekstrakcja oleju z probki rzepaku. W kolumnie
ckstrakcyjne) umiesci¢ najpierw tampon waty, a nastgp-
nie 6 £0.1 g mieszaniny nasion z piaskiem 1 drugi
tampon waty. Upakowac¢ wypelnienie kolumny za po-
moca precika szklanego. Umiesci¢ na wlocie kolumny
rozdzielacz, zamocowac¢ zestaw na statywie 1 wla¢ do
rozdzielacza 25 c¢cm’ eteru etylowego. Ekstrahowac olej
z szybkoS$cig przeplywu eteru okoto 2.5 ¢cm?/min do
cylinderka o objetosci 25 ¢cm?. Po wymieszaniu pobraé
do ampulki pojemnosci 5 cm? tyle eluatu, aby po odpa-
rowaniu zostato od okoto 10 do 50 mg oleju.

2.6. Wykonanie estryfikacji. Do amputki z olejem lub
ttuszczem wprowadzi¢ 1 0,1 cm® 0,5N metanolowego
roztworu wodorotlenku sodowego lub potasowego
I wrzuci¢ 2-3 mikroperetki szklane lub porcelanowe.



BN-80/8050-05 3

Amputk¢ umiesci¢ w elektryczne) tazni powietrzne)
o temperaturze okoto 75°C 1 prowadzi¢ hydrolize
oleju przez co najmniej 10 min od chwili wrzenia roz-
tworu (nie dopusci¢ do catkowitego odparowania roz-
puszczalnika). Po zmydleniu doda¢ 2 +0,1 cm® meta-
nolowego roztworu trojfluorku borowego lub chloro-
wodoru lub chlorku tionylu albo kwasu siarkowego
I ponownie umie$ci¢ amputke na tazni ogrzewajgc ja
nie krocej niz 10 min w przypadku trzech pierwszych
katalizatorow, a przez 15 min w przypadku ostatniego
z nich. Doda¢ | +0,1 cm’ izooktanu i kilkakrotnie
wstrzgsng¢ ampulke. Nastgpnie dodac tyle nasyconego
roztworu chlorku sodowego w wodzie, aby warstwa
rozpuszczalnika zawierajacego estry metylowe kwasow
ttuszczowych znalazta si¢ w szyjce amputki. Odczekac
do momentu sklarowania warstwy izooktanu, a nast¢p-
nie pobra¢ z niej mikrostrzykawka podwielokrotnosé
do analizy chromatograficznej. W przypadku koniecz-
nosci przechowywania probki, pobra¢ 0,507 c¢m’
warstwy izooktanowej i przenies¢ do naczynka ze szczel-
nym zamknigciem, zawierajagcym okoto 0.1 g bezwod-
nego siarczanu sodowego. Przechowywac w chlodziarce
nie dhuzej niz 34 dni. Roztwory wymagajace dluzsze-
go przechowywania nalezy po osuszeniu bezwodnym
siarczanem sodowym przenies¢ do ampuiki, zatopic
w atmosferze azotu i umiesci¢ w zamrazalniku chto-
dziarki.

2.7. Analizowanie metoda chromatografii gazowej

2.7.1. Wykonanie analizy. Za pomocg mikrostrzy-
kawkir wprowadzi¢ na -kolumng¢ chromatograficzng
0,003 0,007 cm’ roztworu estrow metylowych kwasow
ttuszczowych w izooktanie stosujgc nastgpujgce para-
metry pracy:

— temperatura kolumny — izotermiczna w zakresie
od 210 do 230°C w zaleznos$ci od rodzaju wypelnienia
1 rozdzielczosci kolumny: dla kolumny o dtugosci 1,5 m
1 Srednicy wewngtrznej 4 mm, wypetnionej 109% BDS
na Diatomite C/AW, 100/120 mesh, optymalna tem-
peratura wynosi okoto 217°C, a czas trwania analizy
okoto 20 min (do kwasu erukowego wigcznie); dla ko-
lumny o dlugosci 1,5 m i $rednicy wewngtrzne] 4 mm,
wypetnionej 10% Silar SCP na Gas Chrom Q, 100/120
mesh optymalna temperatura wynosi okoto 230°C,
a czas trwania analizy okoto 25 min; dla kolumny
o dlugosci 2.1 m 1 $rednicy wewngtrznej 2 mm, wypel-
nionej 5% BDS + 5% DEGS na Chromosorbie W/AW,
100/120 mesh optymalna temperatura wynosi 210°C,
a czas trwania analizy okoto 30 min.

— szybkos¢ przeptywu gazu nosnego ( azotu, argonu
lub helu) od 30 do 60 cm?/min w zaleznosci od $rednicy
wewnetrzne] kolumny,

— szybkos¢ przeptywow wodoru 1 powietrza /tlenu
— zgodnie 7 instrukcja obstugi chromatografu,

— wzmocnienie zalezne od ilosci wprowadzonych
estrow; dostosowad tak, aby najwyzszy pik na chroma-
togramie siggal co najmnie; 509 skali rejestratora;
w  przypadku rzepakow niskoerukowych przetgczyc
wzmocnienie sygnalow po kwasie Ch tylokrotnie, aby
sygnat dla estru metylowego kwasu erukowego siggal
co naymnie) 10% skali rejestratora: w przypadku stoso-

jego wiclkos¢ stanowita

wania integratora przelaczenie przed kwasem eruko-
wym nie jest konieczne.

2.7.2. Przygotowanie wypelnienia kolumny. Do kolby
kuliste) pojemnosct 750+ 1000 ¢cm?® wsypac 1los¢ nosni-
ka potrzebng do wykonania wypelnienia (uprzednio
wyprazony w temperaturze 150°C przci 3 h). Rozpuscié
fazg¢ stacjonarng w takiej tlosci rozpuszczalnika, aby po
przeniesieniu do kolby znajdowalo si¢ ponad nosnikiem
swobodne lustro cieczy. Kolistym ruchem wymieszac
zawartos¢ kolby 1 po 5 min podigczy¢ kolbg do prozni.
Usuwac¢ rozpuszczalnik, stosujgc tagodny strumien azo-
tu oraz podwyzszong temperaturg, nie doprowadzajgc
do wrzenia. Przez caty okres odparowywania rozpusz-
czalnika nalezy mieszaé¢ zawartos¢ kolby. Po usunieciu
rozpuszczalnika (do zaniku jego zapachu) nalezy wypel-
nienic umiesci¢ na plytce Petriego 1 wygrzewaé w su-
szarce w temperaturze 60°C. Zaleca si¢  stosowanie
[0-procentowe] impregnacji nosnika.

2.7.3. Napelnianie kolumny chromatograficznej. Jeden
kontec kolumny zabezpieczy¢ tamponem z waty szkla-
nej 1 podlgczyé do pompki wodnej, natomiast przez
drugr koniec kolumny wsypywac¢ wypetnienie. Podczas
napelniania nalezy wypelnienie ubija¢ za pomocg wi-
bratora mechanicznego. Po catkowitym napeinieniu ko-
lumny odlaczy¢ ja od pompki wodnej 1 zabezpieczy¢
otwarty jej koniec, stosujgc tampon z waty szklanej.
Umiesci¢c kolumng¢ w termostacie chromatografu nie
podiaczajac do detektora. Kondycjonowa¢ kolumne
w temperaturze mozliwie jak najwyzszej, nie przekra-
czajgce) jednak temperatury termostabilnosci fazy sta-
cjonarnej, przy przeplywie gazu nosnego 20+ 60 cm’/
min, w temperaturze 220°C przez co najmniej 24 h.
Po tym czasie nalezy kolumng¢ powtdrnie ubijaé za po-
mocg wibratora, a w razie potrzeby uzupetnié¢ brakujg-
cg czgS¢ wypelnienia.

2.7.4. Wyznaczanie sprawnosci i rozdzielczosci ko-
lumn. Wykona¢ analiz¢ mieszaniny stearynianu 1 olei-
nianu metylu w proporcjach mozliwie réwnych (estry
metylowe kwasow ttuszczowych), tak dobierajgc warun-
ki pracy, aby pik stearynianu metylu zostal zarejestro-
wany po okoto 15 min od piku rozpuszczainika 1 aby
/s skali rejestratora. Obliczy¢
sprawnosc 1 rozdzielczos¢ kolumny. Warunki pracy po-
winny by¢ tak dobrane, aby rozdzielczos$¢ byta nie
mniejsza niz 1.25. Wymaga to w wigkszosct przypad-
kow sprawnosct wynoszgcee) co najmniej 2000 potek teo-
retycznych.

2.8. Obliczanie wyniku oznaczania

2.8.1. Interpretacja jakosciowa chromatogramu. Wyko-
na¢ analiz¢ roztworu wzorcowego estrow metylowych
kwasow ttuszczowych lub estrow metylowych otrzyma-
nych z probki o znanym skiadzie kwasow ttuszczowych.
Zmierzy¢ odlegiosct retencji pikow dla roztworu wzor-
cowego 1 porownac¢ z odlegloSciami retencji pikow
otrzymanych w wyniku analizowania badanej probki.
Na te] podstawie wykonaé interpretacje jakosciowy.
Dopuszczalne rozbieznosct w odleglosciach retencji wy-
noszg *+2%.

2.8.2. Interpretacja ilosciowa wynikow. Obliczy¢ ilo-
czyny dla wysokosci pikéw 1 odpowiadajgeych im od-
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legtosci retencji. Obliczy¢ udziaty poszczegolnych kwa-
sow thuszczowych metoda normalizacji wewngtrznej, nie
stosujac wspotczynnikow korekeyjnych. Udziat procen-
towy dowolnego kwasu ttuszczowego (X) w odniesieniu
do sumy pol wszystkich skltadnikéw mieszaniny obli-
czy¢ wg wzoru

. P
X = Sp - 100 (3)
w ktorym:
P — wartos¢ iloczynu dla wysokos$ci piku 1 jego
odlegtosci retenci,
2P — suma iloczynow wysokosci i odleglosci reten-
¢ji obliczonych dla wszystkich pikow na chro-
matogramie.

Mozna oblicza¢ udzial procentowy estrow metylo-
wych kwasow tluszczowych za pomocg szablonu inte-
eracyjnego lub integratora elektronicznego.

2.8.3. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik nalezy
przyja¢ srednig arytmetyczng wynikOw co najmnie]
dwoch rownoleglych oznaczan podajgc z nastgpujaca
iloscig cyfr znaczgcych:

a) dla estrow metylowych kwasow tluszczowych
o zawartosci powyze] 10% — 3 cyfry znaczgce,

b) dla estrow metylowych kwaséw thuszczowych
o zawartosci od 1 do 10% — 2 cyfry znaczace,

¢) dla estrow metylowych kwasow ttuszczowych
ponizej 1% — 1 cyfra znaczgca.

Uzyskane w wyniku dziatan matematycznych liczby
zaokragh¢ zgodnie z PN-70/N-02120. Tak obliczone
wyniki przedstawiajg sktad kwasow tluszczowych bada-
nej probki wyrazony procentowym udziatem ich estrow
metylowych.

2.9. Powtarzalnos¢ oznaczan sktadu kwasow thuszczo-
wych w nasionach rzepaku. Powtarzalnos$¢ oznaczan wy-
razona btgdem wzglednym (%) nie moze przekraczac
wartosclt podanych w tabl. 1.

Tablica 1

Zawartos¢ estrow metylowych
kwasow ttuszczowych, %

Dopuszczalna wartosc
btedu wzglednego, %

ponizej 2 do 15
od 2 do 10 do 10
powyzej 10 do 5§

2.10. Powtarzalno$¢ oznaczan sktadu kwasow tlusz-
czowych w roslinnych ttuszczach jadalnych. Powtarzal-
nos$¢ oznaczan wyrazona bltgdem wzglednym nie moze
przekracza¢ wartosci podanych w tabl. 2.

Tablica 2
Zawartos¢ estrow metylowych Dopuszczalna wartosc
kwasoéw thuszczowych, % bledu wzglednego, %%
ponizej) 2 26
od 2 do 5 16
powyze; 5 do 10 8.9
powyie; 10 do 20 B
powyze] 20 do 30 3
powyzej 30 do 50 2

2.11. Odtwarzalno$¢ oznaczan skiadu kwasow ttusz-
czowych w roslinnych ttuszczach jadalnych. Odtwarzal-
nos$¢ oznaczan wyrazona wspotczynnikiem zmiennosci
nie moze przekracza¢ wartosci podanvch w tabl. 3.

Tablica 3
Zawartos¢ estrow metylowych Dopuszczalna wartosc
kwasow tluszczowych, % bl¢du wzgl¢dnego, %
powyze] 2 do 5 20
powyze; 5 do 10 10
powyze; 10 do 20 7
powyzej 20 do 30 4
powyzej 30 do 50 3
powyze) S0 2

KONIEC
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