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Nowa metoda oznaczania sumarycznej zawartosci
estrow metylowych kwasow ttuszczowych

Wstep

Estry metylowe kwasow tluszczowych (FAME) stano-
wig odnawialne Zrddio energii, ze wzgledu na wykorzy-
stanie do ich produkcji olejéw roslinnych. Fakt ten miat
zasadniczy wplyw na zwrocenie si¢ w kierunku wykorzy-
stania tego surowca jako biopaliwa w latach 70. ub. wieku.
Wstepne badania wykazaly duze podobienstwo FAME
do oleju napgdowego pod wzgledem wiasciwosci fizyko-
chemicznych, stwierdzono rowniez mozliwo$¢ mieszania
obydwu paliw w szerokim zakresie stezen. Do roku 2000,
a szczegolnie w latach 90. ub. wieku, przeprowadzono
wiele badan silnikowych, majacych na celu potwierdzenie
mozliwo$ci zastosowania czystych estrow metylowych
kwasow thuszczowych jako paliwa do silnikéw z zaptonem
samoczynnym. Poza licznymi korzystnymi aspektami pro-
ekologicznymi zastosowania estréw metylowych kwasow
tluszczowych, stwierdzono, ze w poréwnaniu z olejem

napgdowym posiadajg one jednak kilka wad — m.in. zwigk-
szone jednostkowe zuzycie paliwa, zwigkszenie osadow
w komorze spalania silnika, jak réwniez zwigkszenie emisji
tlenkoéw azotu. Przemyst motoryzacyjny nie zaakcepto-
wat dowolnego stosowania estréw metylowych kwasow
thuszczowych w pojazdach wyposazonych w silniki wy-
sokoprezne. Do powszechnego stosowania dopuszczono
jedynie olej napedowy z zawarto$cia do 5% (V/V) FAME,
ktory nie wykazywat niekorzystnego wptywu na silniki
wysokoprezne, a wptywat pozytywnie na proces spalania
paliwa i poprawial parametry emisji spalin. Czyste estry
metylowe kwasow tluszczowych sa obecnie dostgpne
na stacjach paliw w Unii Europejskiej, ale stosuje si¢ je
gléwnie do zasilania ciagnikdéw rolniczych, a takze w in-
nych pojazdach wyposazonych w silniki wysokoprezne
przystosowane do spalania tego biopaliwa.

Wymagania jakosciowe dla estrow metylowych kwaséw ttuszczowych

Obecnie na obszarze Unii Europejskiej wymagania
jakosciowe dla estrow metylowych kwasow tluszczo-
wych stosowanych jako samoistne paliwo do silnikéw
z zaplonem samoczynnym okre$la norma europejska
EN 14214+A1:2009 [4]. W Polsce wymagania jako$ciowe
dla FAME sa identyczne z zawartymi w powyzszej normie
europejskiej, a specyfikuje je Rozporzadzenie Ministra
Gospodarki z dnia 22 stycznia 2009 r. w sprawie wymagan
jakosciowych dla biopaliw ciektych [10]. Szczegotowe
wymagania wymienione w powyzszym Rozporzadze-
niu Ministra Gospodarki, dotyczace estréw metylowych
kwasow thuszczowych stanowiacych samoistne paliwo do
silnikow Diesla, przedstawiono w tablicy 1.
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Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Gospodarki
z dnia 22 kwietnia 2010 r. w sprawie metod badania
jakosci biopaliw ciektych [9], jedyna dopuszczona do
stosowania metodq oznaczania zawartosci estrOw mety-
lowych kwaséw tluszczowych jest metoda wedlug nor-
my PN-EN 14103:2004 Produkty przetwarzania olejow
i thuszczow. Estry metylowe kwasow tuszczowych (FAME).
Oznaczanie zawartosci estrow i estru metylowego kwasu
linolenowego [6].

Zasada wymienionej metodyki polega na zastosowaniu
techniki chromatografii gazowej z detekcja ptomieniowo-
jonizacyjna FID i wykorzystaniem estru metylowego kwasu
heptadekanowego C,,,, jako wzorca wewngtrznego.



Tablica 1. Obowiazujace w Polsce wymagania jakosciowe dla estrow metylowych kwasoéw thuszczowych
stanowiacych samoistne paliwo [10]

Zakres wymagania
Wiasciwos¢ FAME Jednostka
minimum maksimum
Zawarto$¢ estrow metylowych kwasow ttuszczowych [% (m/m)] 96,5 -
Ggsto$¢ w temperaturze 15°C [kg/m’] 860 900
Lepko$¢ w temperaturze 40°C [mm?/s] 3,50 5,00
Temperatura zaptonu [°C] 101 -
Zawarto$¢ siarki [mg/kg] - 10,0
Pozostato$¢ po koksowaniu [% (m/m)] - 0,30
Liczba cetanowa - 51,0 -
Zawartos$¢ popiotu siarczanowego [% (m/m)] - 0,02
Zawarto$¢ wody - 500
PR 3 [mg/kg]

Zawarto$¢ zanieczyszczen statych - 24

Badanie dziatania korodujacego na miedzi

stopien korozji stopien korozji 1

Stabilnos¢ oksydacyjna w temperaturze 110°C [h] 6,0 -
Liczba kwasowa [mg KOH/g] - 0,50
Liczba jodowa [g jodu/100g] - 120
Zawartos¢ estru metylowego kwasu linolenowego - 12,0
Zawartos¢ estrow metylowych kwasow polienowych - 1
Zawarto$¢ metanolu - 0,20
Zawarto$¢ monoacylogliceroli - 0,80
; — [0 (m/m)]

Zawarto$¢ diacylogliceroli - 0,20
Zawarto$¢ triacylogliceroli - 0,20
Zawarto$¢ wolnego glicerolu - 0,02
Zawartos$¢ og6lnego glicerolu - 0,25
Zawartos$¢ metali grupy I (Na + K) - 5,0
Zawartos$¢ metali grupy II (Ca + Mg) [mg/kg] - 5,0
Zawarto$¢ fosforu - 4,0
Temperatura zablokowania zimnego filtra (CFPP)” [°C] - 0 | -10 | -20

"' Warto$ci odpowiednio dla okresu letniego, przejéciowego i zimowego.

Metody oznaczania zawarto$ci FAME

W zbiorze polskich norm — spo$rdd znormalizowanych
metod badania sumarycznej zawartosci FAME — zamiesz-
czona zostala jedynie polska wersja europejskiej normy
EN 14103:2004. Interesujacym faktem jest brak odpowied-
nika tej normy w Stanach Zjednoczonych, zgodnie ze spe-
cyfikacja ASTM D 6751-09a, dla B100 — czystych FAME
stosowanych jako komponent paliwowy [1]. Oznaczana
jest wigkszos$¢ parametréw wymienionych w tablicy 1,
z wyjatkiem oznaczania zawartosci FAME, ich gestosci
oraz zawartosci estrow metylowych kwasu linolenowego
i kwaséw polienowych. Moze to §wiadczy¢ o przekona-
niu, ze spetnienie wszystkich pozostatych parametréw dla

estrow metylowych kwasow thuszczowych gwarantuje ich
prawidtowa jakos¢. Z doswiadczen uzyskanych w Insty-
tucie Nafty i Gazu podczas badania jakosci FAME B100
wynika, ze parametrem decydujacym o jakosci FAME
jest oznaczenie zawarto$ci mono-, di- i triacylogliceroli
oraz wolnego i ogolnego glicerolu, oznaczanego zgodnie
z normg PN-EN 14105 [7] lub jej amerykanskim odpo-
wiednikiem — norma ASTM D6584-08 [2].

W literaturze nie znaleziono zadnej informacji o innej,
alternatywnej metodzie oznaczania sumarycznej zawarto-
$ci estrow metylowych kwaséw thuszczowych (poza juz
cytowang PN-EN 14103:2004); opisano jedynie metody
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przygotowania probek i oznaczania sktadu kwaséw thusz-
czowych w réznych matrycach. Podczas analiz sktadu
kwasow tluszczowych najczesciej stosuje sig uktad chro-
matografu gazowego, z dozownikiem umozliwiajacym
stosowanie dzielnika strumienia (split/splitless), kolumna
z faza polarna typu Carbowax 20M, a takze detektorem
ptomieniowo-jonizacyjnym FID [11, 12]. Uktad taki zo-
stat zastosowany rowniez w metodzie opisanej w normie

PN-EN 14103:2004 oraz w normie PN-EN ISO
5508:1996 [8], dotyczacej jedynie oznaczania sktadu kwa-
sow tluszczowych. W tablicy 2 podano parametry metody
PN-EN 14103:2004, w zestawieniu z warunkami podanymi
w wybranych pozycjach literaturowych.

Precyzja podana w normie PN-EN 14103 wskazuje, ze
metoda ta jest niewystarczajaca do oznaczania doktadnej
zawarto$ci estrow metylowych kwasow thuszczowych

Tablica 2. Zestawienie parametréw metody wedtug PN-EN 14103:2004, na tle wybranych pozycji literaturowych

‘Warunki

Metoda wedtug
PN-EN 14103 [6]

Metoda wedtug
PN-EN ISO 5508 [8]

Praca Ulbertha
i Schrammela [12]

Rodzaj badanego
produktu

Estry metylowe kwasow thusz-
czowych pomigdzy C,, 1 C,y,

Estry metylowe kwasow
thuszczowych

Estry metylowe kwasow
thuszczowych

Zakres metody dla
zawartosci estrow

Powyzej 90% (m/m)

Nie podano

Nie podano

Dzielnikowy, przeptyw

Dzielnikowy lub bezposredni

10 mg/ml

Dozownik 20 ml/min do 100 mlmin Dzielnikowy lub bezdzielnikowy (on column)
Temperatura 250°C 200°C Nie podano
dozownika
Gaz nosny Wodoér lub hel Azot, hel, argon, wodor i inne Wodor
Prz’ep%yw gazu 1+2 ml/min Nie podano 3,02 ml/min
nosnego
Objgtos¢ dozy Nie podano 0d 0,5 ul do 2 pl 1l
Wzorzec Ester metylowy kwasu Brak Brak
wewngtrzny heptadekanowego C,,,,

Nawazka 250 mg probki
Przygotowa}me. i dodatek 5 ml roztw.oru. wzorca Wedhug PN-EN ISO 5509 Rozpuszczenie probkll estrow
wstepne probki wewngtrznego o stgzeniu okoto w rozpuszczalniku

Program tempera-
turowy termostatu

Izoterma 200°C lub 210°C

Izoterma 180°C lub 200°C

Izoterma poczatkowa 40°C przez
4 min, przyrost 10°C/min do
140°C, izoterma 1 min, przyrost
5°C/min do 220°C, izoterma
koncowa 10 min

Jedr.llfl §posr0d podanych Dopuszczalne kolumny pakowane
pomze): i kapilarne
— 30m 0,32 mmx 0,25 im Sposrod kapilarnych d.o uszczalne
Kolumna faza Carbowax 20M lub DB- posrod kaprarnych dop "1 30m x 0,32 mm x 0,25 um
o $rednicach 0,2+0,8 mm, dtugosci
chromatograficzna | Wax lub CP-Wax g faza DB-Wax
25 m, o fazach grubosci 0,1 um
— 30mx0.25mmx 025 um |65 i typy faz: poliglikol
faza Carbowax 20M lub DB- olies’terul b y(?lirn ' l:)l'sigioksa’n
Wax lub CP-Wax P HP poTaty POt
Detektor ptomieniowo- Detektor plom1emowo-3 omz’ac'yj ny Detektor ptomieniowo-
Detektor . . FID lub cieplno-przewodnosciowy .o .
jonizacyjny FID TCD jonizacyjny FID
Temperatura o Dla detektora FID — powyzej N
detektora 250°C temperatury kolumny 250°C
Powtarzalno$¢ dla o Powtarzalno$¢ dla sktadu estrow .
zawartosci estrow 1,6% (m/m) 1% (m/m) Nie podano
Odtwarzalno$¢ dla o Odtwarzalno$¢ dla sktadu estrow .
zawartosci estrow 3,1% (m/m) 3% (m/m) Nie podano
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w czystych estrach metylowych. Wymaganie dotyczace
zawartosci estrow (minimum 96,5% (m/m)), ujete w Roz-
porzadzeniu Ministra Gospodarki odno$nie wymagan jako-
Sciowych dla biopaliw ciekfych, podane jest z doktadnos$cia
do 0,1% (m/m), a wysoka warto§¢ odtwarzalno$ci podana
w normie PN-EN 14013 (wynoszaca 3,1% (m/m)) i obli-
czona na jej podstawie warto$¢ tolerancji dla zawarto$ci
estrow 94,7% (m/m) powoduja dopuszczenie do stosowania
estrow metylowych o gorszych parametrach niz podane
w specyfikacji. W Instytucie Nafty i Gazu potrzebna byla
metodyka cechujaca si¢ znacznie wyzsza doktadnoscia,
w celu realizacji prac badawczych z zakresu zmian za-
chodzacych w estrach metylowych kwasow thuszczowych.

W celu opracowania metody doktadnego oznaczania
sumarycznej zawartosci estrow metylowych kwasow thusz-
czowych konieczne jest wyjasnienie, dlaczego precyzja
w normie PN-EN 14103 osiaga tak niskie wartosci. Jedna
z prawdopodobnych przyczyn tego jest sposob przygotowa-
nia probki do badan. Mimo duzej prostoty w tym procesie,
zastosowana ilo$¢ wzorca wewnetrznego jest pigciokrotnie
mniejsza w stosunku do masy badanej probki (doktadnie
50 mg wzorca zawartego w 5 ml roztworu o st¢zeniu
10 mg/ml i doktadnie 250 mg probki). A zatem — niezgodnie
z zasadami zastosowania metody wzorca wewngtrznego
w chromatografii [S] — masa wzorca jest mniejsza od masy
badanej substancji. W ten sposob doktadno$¢ wyznaczenia
powierzchni piku wzorca wewngtrznego ma pigciokrotnie
wigkszy wpltyw na wynik oznaczenia niz w przypadku
wlasciwego sposobu wzorcowania. Dodatkowo roztwor
wzorca wewngtrznego jest odmierzany objgtosciowo, co
powoduje obnizenie doktadnosci metody.

Interesujace wyniki uzyskali w swojej pracy Ulberth
1 Shrammel [12]. Przebadali oni wptyw sposobu dozowania
przy uzyciu dozownika dzielnikowego (split) na wyni-
ki oznaczen estrow metylowych kwasow thuszczowych
i porownali to z najbardziej niedestrukcyjnym sposobem

dozowania — za pomoca dozownika bezposredniego (on
column). W ich pracy stwierdzono, ze technika klasycznego
dozowania — split, tzw. filled needle injection (z napetniona
igla mikrostrzykawki, szybkim wprowadzeniem igly do
dozownika, zadozowaniem 1 szybkim wysunigciem strzy-
kawki), obarczona jest najwigkszym btgdem analitycznym
w uzyskiwanych wynikach zawartosci estréw (powyzej
3%) oraz efektem dyskryminacji o warto$ci powyzej 3%
dla ciezszych sktadnikow probki [12].

Jezeli ta technika dozowania (stosowana standardowo
w chromatografii) zostanie uzyta rowniez w metodzie we-
dhug PN-EN 14103 do oznaczania sumarycznej zawarto$ci
estrow metylowych kwasow thuszczowych, moze mie¢ ona
duzy wptyw na wynik oznaczenia, poniewaz blad wzgledny
3% odnoszony jest do warto$ci bliskiej 100%, a zatem
bedzie bardzo zblizony do wartosci bledu bezwzglednego.

Autorzy pracy [12] zbadali rowniez inne techniki dozo-
wania przy uzyciu dozownika sp/it. Najbardziej obiecujace
wyniki, tzn. obarczone najnizszym btgdem i wskazujace na
najnizsza dyskryminacje, uzyskano technika tzw. solvent

flush injection. Technika ta polega na napelieniu igly roz-

puszczalnikiem, cofnigciu tloczka do poziomu 1 pl w celu
zaciagnigcia banieczki powietrza, a nastgpnie wciagnigciu
probki do poziomu 2 pl i ponownym wciagnigciu banieczki
powietrza. Nastepnie dozowanie wykonuje si¢ technika Aot
needle injection, wedlug ktorej iglte mikrostrzykawki na
3 sekundy umieszcza si¢ w dozowniku, po czym wyko-
nuje si¢ nastrzyk i szybko wysuwa igl¢ mikrostrzykawki
z dozownika.

Podsumowujac powyzsze obserwacje, w zapropono-
wanej metodzie wprowadzono inny sposéb wzorcowania;
ze zwigkszona ilo$cia wzorca wewngtrznego zbadano jego
ewentualng zmiang, a takze wyeliminowano pomiary objg-
tosciowe — zastepujac je doktadniejszymi pomiarami masy.
Dodatkowo sprawdzono wptyw sposobu dozowania na uzy-
skiwane wyniki oznaczen sumarycznej zawartosci estrow.

Metodyka badan

Wszystkie badania wykonano na chromatografie gazo-
wym firmy Thermo Electron Corporation — model Trace
GC Ultra. Jest on wyposazony w dozownik split/splitless,
uktad programowanej regulacji ci$nienia gazu no$nego,
termostat umozliwiajacy programowanie temperatur do
450°C 1 detektor ptomieniowo-jonizacyjny FID.

Do celéw pracy, w uktadzie chromatograficznym
zastosowano kolumng 30 mx 0,25 mm, z faza 0,25 um
AT-WAX, firmy Alltech Corp. USA.

Po przeprowadzeniu wstepnych prob stwierdzono, ze

technika klasycznego dozowania przy uzyciu dozownika split
nie nadaje si¢ do stosowania przy oznaczaniu sumarycznej
zawarto$ci estrow metylowych kwasoéw thuszczowych. Pod
wzgledem precyzji oznaczania estrow metylowych, najlepsze
wyniki daje opisana wczesniej technika dozowania solvent
flush injection, cechujaca si¢ bardzo dobra powtarzalnoscia.

Zbadano, czy mozliwe jest uzyskanie wyzszej pre-
cyzji metody wedtug PN-EN 14103:2004 jedynie dzigki
zmianie sposobu dozowania probki. Stwierdzono znaczng
poprawe w doktadno$ci uzyskiwanych wynikow, jednakze
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niezmieniona, niewlasciwa ilos¢ wzorca wewngtrznego
oraz przygotowanie objgtoSciowe roztworu tego wzorca
powoduja, ze wyniki te nadal nie sa zadowalajace.

Podczas opracowywania metody zdecydowano si¢
na zastosowanie — jako wzorca wewngtrznego — estru
metylowego kwasu pentadekanowego C,s,,. Stwierdzono,
ze umozliwia on uzyskiwanie identycznych wynikéw
przy wagowym przygotowaniu probki jak w przypadku
estru metylowego kwasu heptadekanowego C,,.,, ktory
zostat uzyty w normie PN-EN 14103:2004. W oblicze-
niach uwzgledniono réznicg we wspotczynniku odpo-
wiedzi detektora FID dla tych zwiazkow. Wspotezynnik
wyznaczono w ustalonych dla nowej metody warunkach
pracy chromatografu. O wyborze estru metylowego kwasu
pentadekanowego zdecydowat ciekly stan skupienia tego
zwiazku w temperaturze pokojowej, ktory utatwia przy-
gotowanie probki do badan.

Wzorzec estru metylowego kwasu heptadekanowego
jest staly w temperaturze pokojowej, z tendencja do prze-
chodzenia w stan ciekly przy niewielkim podniesieniu
temperatury, co nieznacznie utrudnia przygotowanie
probki. Dodatkowo o wyborze wzorca zadecydowata
cena zakupu wzorcowego estru metylowego kwasu pen-
tadekanowego — znacznie nizsza niz wzorcowego estru
metylowego kwasu heptadekanowego. Pentadekanian
metylu jest estrem metylowym kwasu pentadekanowego,
o pigtnastu atomach wegla w czasteczce. Praktycznie
nie wystgpuje on w dostgpnych paliwach FAME, za-
tem doskonale nadaje si¢ jako wzorzec wewngtrzny do
oznaczania sumarycznej zawarto$ci estrow metylowych
kwasow thuszczowych.

Wzorcowe estry metylowe kwaséw thuszczowych
FAME, o catkowitej zawartosci estrow 97,6%, pozyskano
z Institute for Interlaboratory Studies w Holandii.

Czes$¢ doswiadczalna

Do zwazonej z doktadno$cia 0,0001 g fiolki szklanej,
o pojemnosci 2 ml, odmierzano 75 pl probki, za pomoca
mikrostrzykawki o pojemnosci 100 pl. Fiolkg z probka
zwazono z doktadnoscia 0,0001 g, po czym — za pomoca
mikrostrzykawki o pojemnosci 100 pl — odmierzono 50 pl
wzorca wewngetrznego (pentadekanianu metylu) i catos$¢
zwazono. Do fiolki dodano okoto 1 ml n-heptanu, a na-
stepnie ja zakapslowano.

Do badan przyjeto nastgpujace warunki pracy chro-
matografu gazowego:
* program temperaturowy termostatu:

— izoterma poczatkowa: 210°C przez 17 minut,

— przyrost temperatury: do 220°C z szybkoscia 2°C/min,

— izoterma koncowa: 220°C przez 14 minut,
* program ci$nienia gazu nos$nego:

— izobara poczatkowa: 220 kPa przez 17 minut,

— przyrost ci$nienia: do 250 kPa z szybkoscia 3 kPa/min,

— izobara koncowa: 250 kPa przez 15 minut,
e czas analizy: 36 minut,

* temperatura dozownika split: 250°C,
*  wspotczynnik podziatu strumienia w dozowniku split:

1:50,

» temperatura detektora ptomieniowo-jonizacyjnego

FID: 280°C,

* natgzenie przeptywu wodoru i powietrza do detektora:
wedtug instrukcji chromatografu.

Jako sposdb dozowania probki wybrano technike so-
Ivent flush injection/hot needle injection, na ktora sktadaja
si¢ nastgpujace czynnosci [12]:

* przemycie i napekienie igly mikrostrzykawki roz-
puszczalnikiem,

+ cotfhigcie ttoczka do poziomu 1,0 ul w celu zaciagnigcia
banieczki powietrza,

* weciagnigcie probki do poziomu 2,0 pl,

+ cofnigcie ttoczka do poziomu 3,0 pul w celu weiagnigeia
banieczki powietrza,

* umieszczenie igly mikrostrzykawki w dozowniku na

3 sekundy i wykonanie nastrzyku do dozownika split.

Obszar identyfikacji oraz integracji pikow

W celu ustalenia czasdéw retencji pikow estrow mety-
lowych kwasow thuszczowych oraz wzorca wewngtrznego
— estru metylowego kwasu pentadekanowego C,s,, — wyko-
nano chromatogram dla wzorcowych estrow metylowych
B100, uzyskanych od Institute for Interlaboratory Studies
w Holandii w roku 2009, przygotowanych metoda opisana
W niniejszej pracy. Zgodnie z zapisami podanymi w normie
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PN-EN 14103:2004, obszar integracji pikow objal estry
metylowe kwasow tluszczowych od 14 do 24 atoméow
wegla w czasteczce, pod wzgledem diugosci tancucha
kwasu thuszczowego.
Uzyskane czasy retencji wyniosty odpowiednio:
+ ester metylowy kwasu pentadekanowego (wzorzec
wewngetrzny): 3,78 minuty,



* estry metylowe kwasow thuszczowych: C,,.0—2,98; Ci¢
—4,65; C51—5,03; Ci50—7,78; Cigq — 8,55; Ci55, — 9,60;
Cigs— 11,40; Cy o — 13,38; C,,, — 14,30; C,,, — 22,20;
Cyp —23,25; Cyyy— 33,33 oraz C,,,; — 35,00 minut.
Chromatogram z tej analizy przedstawiono na ry-

sunku 1.

Na chromatogramie widoczne sa piki estrow mety-
lowych kwasow thuszczowych o ilosci od 14 do 24 ato-
mow wegla w czasteczee. Pozostate piki, znajdujace sig
pomiedzy pikami zidentyfikowanymi, rowniez podlegaja

integracji — wedtug zapisu znajdujacego si¢ w normie
PN-EN 14103:2004. Przy obliczeniach brana jest pod uwa-
ge zarowno sumaryczna powierzchnia wszystkich pikow
W opisanym powyzej obszarze retencji, jak i powierzchnia
piku estru metylowego kwasu pentadekanowego.

W razie potrzeby metoda ta moze stuzy¢ rowniez do
doktadnego oznaczania sktadu kwaséw tluszczowych
w estrach metylowych tych kwasow — wowczas jednak
w integracji nie bierze si¢ pod uwage estru metylowego
kwasu pentadekanowego.
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Rys. 1. Chromatogram estrow metylowych kwasow thuszczowych probki B100 z badan okreznych
Institute for Interlaboratory Studies w Holandii (2009 r.)

Wykonanie analiz rozpuszczalnikdw i materiatow wzorcowych

Przed przystapieniem do wykonania analiz ilo§ciowych
dla estrow metylowych kwasow thuszczowych sprawdzono
czysto$¢ zastosowanego rozpuszczalnika — n-heptanu oraz
materiatdw wzorcowych — estrow metylowych kwasu
pentadekanowego 1 heptadekanowego. Sa to czynno$ci
niezbe¢dne do doktadnego oznaczania sumarycznej zawar-
tosci estrow metylowych kwasow thuszczowych, ponie-
waz czysto$¢ wzorcow ma bezposredni wptyw na wynik
oznaczenia. Dodatkowo, konieczne jest tez wyznaczenie
wzglednego wspolczynnika odpowiedzi detektora ptomie-
niowo-jonizacyjnego FID dla estru metylowego kwasu

C,s,o W stosunku do C,,,,. Na chromatogramie uzyskanym
dla n-heptanu nie stwierdzono obecnosci pikéw zanie-
czyszczen, natomiast zaobserwowano je w przypadku
materiatdw wzorcowych.

Oznaczona ta metoda czysto§¢ wzorcoOw byta zgodna
z certyfikatem uzyskanym od producenta. Czystosci estru
metylowego kwasu pentadekanowego C,;,, oraz estru
metylowego kwasu heptadekanowego, uzyskane w wa-
runkach metody, wyniosty odpowiednio: 99,732% (m/m)
199,468% (m/m). Warto$ci te zostaty uwzglednione pod-
czas obliczen.

Wyznaczenie wzglednego wspétczynnika odpowiedzi detektora ptomieniowo-jonizacyjnego
dla wzorca wewnetrznego

W celu wyznaczenia wzglednego wspotczynnika od-
powiedzi detektora plomieniowo-jonizacyjnego FID dla

estru metylowego kwasu pentadekanowego C,s,,, wzgledem
estru metylowego kwasu heptadekanowego C,,.,, przygo-
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towano roztwor zawierajacy zblizone do siebie zawartosci
obydwu zwiazkéw chemicznych. Do fiolki o pojemnosci
2 ml nawazono po 50 mg kazdej z substancji, z doktad-
nosciag do 0,0001 g. Do fiolki dodano 1 ml n-heptanu.

Tak przygotowany roztwor analizowano o$miokrotnie.
Wzgledny wspotezynnik odpowiedzi detektora wyznaczono
jako stosunek nawazonych mas estru C,s,, 1 estru C,,,, do
uzyskanych powierzchni pikoéw tych estrow.

Analiza wzorcowych estréw metylowych kwasow ttuszczowych

Wzorcowe estry metylowe kwaséw ttuszczowych
— pozyskane od Institute for Interlaboratory Studies
w Holandii, o zawartos$ci estréw rownej 97,6% (m/m),
wyznaczonej w mi¢dzynarodowych badaniach migdzy-
laboratoryjnych przeprowadzonych w roku 2009 — przy-
gotowano i przeanalizowano pigciokrotnie. Odczytano
sumaryczne powierzchnie pikow estréw metylowych
kwasow tluszczowych oraz wzorca wewngtrznego estru
metylowego kwasu pentadekanowego. Zawarto$¢ es-
troéw metylowych kwaséw thuszczowych Cpy,, obliczano
zgodnie ze wzorem:

Arory —4,, m 1

_ wz wz

C = .
FAME A m_ 1,0173

wz pr

-100% (1
gdzie:
Aqor, — catkowita powierzchnia pikow estrow od C,, do C,,.;,
A,, — powierzchnia piku wzorca wewngtrznego,
m,, — masa wzorca wewngtrznego [g],
m,, —masa probki [g],
1,0173 — wzgledny wspdlczynnik odpowiedzi FID dla
CIS:O/C17:0'
Wyniki tych oznaczen przedstawiono w tablicy 3.

Tablica 3. Wyniki oznaczen dla wzorcowych estrow metylowych kwasow thuszczowych

Zawarto$¢ estrow metylowych
kwasow ttuszczowych Parametry statystyczne
[% (mim)}
97,7
97,5 Warto$¢ §rednia: 97,7% (m/m)
Odchylenie standardowe: 0,1483% (m/m)
97,7 Wspotczynnik zmiennos$cei: 0,1518%
97,8 Powtarzalno$¢ wyznaczona wedtug ASTM D 691: 0,42% (m/m)
97,9

Analiza probek pod katem sumarycznej zawartosci estrow metylowych kwasow ttuszczowych

Podczas badania probek o zawartosci [
estrow powyzej 90% (m/m), z doktad-
noscia do 0,1% (m/m), probke przygo-
towywano w sposob analogiczny jak
w przypadku wzorcowych estréw mety-
lowych i wykonywano dwa oznaczenia.
Na rysunku 2 przedstawiono chroma-
togram z analizy jednej z probek han-
dlowych estrow metylowych kwasow

3475675

Sygnat [mV]

Cs.0 (Wzorzec wewngtrzny)

thuszczowych, analizowanych wczes$niej
dla klientow zewngtrznych.

Z uzyskanej sumarycznej powierzchni
pikow estrow i powierzchni piku wzorca

~
~14:0

|
L o
B

wewngtrznego, odczytanych za pomoca i

programu Chrom-Card, obliczono zawar- | ¢

Cis0
Cig1

EDEE
1475

Cisa
Cis3

2
g w °l 7] i :
C (2l
‘J/u 5 OO (SN &)
223523375
Jszgm/ r?ﬁns}\ w7 185 _ues  aes [ fan _ I ST _32.9m575_%*
Czas retencji [min] 36

to$¢ estrow metylowych kwasow ttusz-
czowych Cpy,» zgodnie ze wzorem (1).
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Rys. 2. Chromatogram handlowej probki FAME. Oznaczenie sumarycznej
zawartosci estrow metylowych kwasow thuszczowych



Wyznaczenie powtarzalno$ci metody oznaczania sumarycznej zawartosci estrow metylowych
kwasoéw ttuszczowych

Celem okreslenia powtarzalno$ci metody
przeanalizowano szereg probek rzeczywistych

Tablica 4. Wyznaczenie powtarzalnosci metody oznaczania
sumarycznej zawartosci estrow metylowych kwasow thuszczowych

1 wzorcowych, pod katem zawartosci estrow Powtarzalnosé
metylowych kwasow thuszczowych (w zakresie Nazwa Wyniki | Sredni wynik Odchylenie oszacowana
metody). Dla kazdej probki wykonano dwa “bki oznaczef | oznaczenia — 7oy, Wedtug
. . . probki [% (m/m)] [% (m/m)] standardowe ASTM E 691
oznaczenia. Obliczono odchylenie standardowe [% (mim)]
()
dla wartos$ci $redniej, a nastepnie oszacowano 978
powtarzalnosc¢, zgodnie z normag ASTM E 691, | Wzorzec 1 97’9 97,85 0,0707 0,20
wedtug wzoru [3]: >
W 2 77,3 97,35 0,0707 0,20
P =8 %28 2) zorzee 97,4 ’ ’ ’
oo ; 97,4
gdzie s — odchylenie standardowe. Prébka 1 e 97.60 0.2828 0,79
Sci i i 97,0
U.zyskar?e warto$ci przedsta\ylf)n.o w tfibhcy 4. Weorzec 3 96.95 0.0707 0.20
Nie stwierdzono zalezno$ci liniowej powta- 96,9
rzalno$ci oznaczen od zawartosci estrOw me- 96,3
. .. Probka 2 96,50 0,2828 0,79
tylowych kwasow tluszczowych. Najwyzsza 96,7
warto$¢ wyznaczonej powtarzalnosci wyniosta ) 97.8
0,79% wyniku oznaczenia i jest ona dwukrotnie Probla 3 97.4 97,60 0,2828 0,79
nizsza od podanej w normie PN-EN 14103:2004. Wzorzec 4 97,4 97,35 0,0707 0,20

Sprawdzenie doktadnosci metody

W celu sprawdzenia doktadno$ci metody przeanalizo-
wano probke wzorcowych estrow metylowych kwasoéw
thuszczowych, o zawartos$ci estrow rownej 97,6% (m/m).
Dla probki wykonano 7 oznaczen, ktorych wyniki podano
z doktadnoscig 0,01% (m/m). Za pomoca testu Dixona, przy
poziomie uthosci 95%, stwierdzono brak bledow grubych.
W celu sprawdzenia dokladno$ci metody zastosowano
test istotnosci, porownujac warto$¢ $rednia z oznaczen X
1 warto$¢ prawdziwag 7 przy poziomie ufnosci 95%. Wartosé
statystyki ¢ obliczono wedtug wzoru:

Lo :‘T_f"@ (3)

gdzie:
n — liczba oznaczen,
s — odchylenie standardowe.

Uzyskana warto$¢ porownano z wartoscia odczytana
z tablic rozktadu #-Studenta na poziomie ufnosci 95%, dla
sze$ciu oznaczen.

Warto$¢ obliczona (z,,) dla oznaczania sumarycznej
zawarto$ci estrow metylowych kwasow ttuszczowych
w probce wzorcowej jest mniejsza od wartosci krytycznej
(%, ), zatem wdrozona metodyka umozliwia uzyskiwanie

Tablica 5. Test doktadnosci metody oznaczania
sumarycznej zawartosci estrow metylowych kwasow

thuszczowych
Estry metylowe kwasow
Oznaczenie thuszczowych
[ (m/m)]
Warto$¢ prawdziwa — 7 [mg/kg] 97,60
1 97,76
2 97,94
3 97,06
4 97,26
5 97,31
6 97,36
7 97,33
Wartos$¢ §rednia — x 97,43
Odchylenie standardowe — s 0,3066
Lo 1,454
Ly P =0,95; f=1T) 2,447
Lobt < Ly Tak

doktadnych wynikéw oznaczania estrow metylowych
kwasow thuszczowych przy badanym poziomie stezen.
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Okreslenie niepewnosci metody oznaczania sumarycznej zawartosci estrow metylowych kwaséw ttuszczowych

Na niepewnos¢ metody sktadaja si¢ niepewnosci czast-
kowe, wynikajace z:
* czystosci zastosowanych materiatlow wzorcowych,
* przygotowania probki,
» powtarzalnoéci wykonywanych oznaczen,
* Dbtedu integracji pikéw na chromatogramie.
Roéwnanie pomiaru dla oznaczania sumarycznej za-
warto$ci estrow metylowych kwasow thuszczowych, bio-
rac pod uwage wzor (1), po uproszczeniu mozna zapisaé
W nastepujacy sposob:

3

we 1
Crave :A'm E

pr

“)

gdzie:

Cruns — zawarto$¢ estrow metylowych kwasow thuszczo-
wych [% (m/m)],

A —iloraz powierzchni pikoéw estréw i powierzchni piku
wzorca wewngtrznego,

m,,. —masa wzorca wewnetrznego,

wz

m,, —masa probki,
K —wzgledny wspotczynnik odpowiedzi FID dla C,s,,/C, ..

Ze wzgledu na wysoka doktadnos¢ wyznaczania po-
wierzchni piku przez program integrujacy, niepewnosé
wyznaczenia czynnika 4 jest do pominigcia, zatem nie-
pewno$¢ wynikajaca z okreslenia wielko$ci zawartych
w réwnaniu (4) wyraza si¢ wzorem:

U(C ) = Ju>(my) +u*(my) +u*(K) (5)

gdzie:

u(m,) — niepewnos$¢ nawazki wzorca wewngtrznego,

u(m,) — niepewnos$¢ nawazki badanej probki,

u(K) —niepewnos$¢ wyznaczenia wzglednego wspotczyn-
nika odpowiedzi detektora FID dla C,5,/C,;,.

Niepewno$¢ zwiazang z wyznaczeniem wzglednego
wspotczynnika odpowiedzi detektora FID dla Cs,,/C,,,
podano ponizej.

Wyznaczona warto$¢
wzglednego wspotczynnika
odpowiedzi detektora FID odpowiedzi detektora FID
dla Cy5,/C7 dla Ci5.0/Ciryg
K u(K)

1,0173 0,0023

Niepewno$¢ wyznaczenia
wzglednego wspotczynnika
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Niepewnos$¢ zwiazana z czysto$cia materialow wzor-
cowych do sporzadzenia roztworéw wzorcowych przyjmie

postac:
W (P) = u(p) uf) )
P P,
W2 (P) = 0,289> . 0,289>
" 99,5° 99,57

u’(P)=1,68710"

Po uwzglednieniu niepewno$ci zwigzanych z powtarzal-
noscia metody, rOwnanie wyrazajace niepewnos$¢ oznacza-
nia sumarycznej zawartosci estrow metylowych kwasow
thuszczowych przyjmie ostatecznie postac:

{Zzluz(n:")} +u, (K)+
1 mi

7

(Cripie) = Crape -

u*(P) u*(P) 2
+ L+ 2 v, (r
|: })12 })22 w (FAME)

Nastepnie obliczono niepewno$¢ oznaczania estrow
metylowych kwasow ttuszczowych:

0,000058 * 0,000058 *
0,07 0,05*
u(Crpw)=C . ’ ’
T, 000237 02897 0,2828°
10173 7 99,57 7 96,50

Niepewnos¢ ztozona oznaczania estrow metylowych
kwasow thuszczowych wynosi wigc:

u(Crame) = Crane % 0,006
a niepewno$¢ rozszerzona (przy k = 2; P = 95%):
U(Crunp) = Crape X 2 X 0,006 = Cpypy X 0,012

Dla oznaczania sumarycznej zawarto$ci estrow me-
tylowych kwasow tluszczowych wynik pomiaru (Cpuyp)
nalezy podawac z niepewnoscig rozszerzona, w nastgpu-
jacy sposob:

CFAME + CFAME X 07012 (8)



Podsumowanie

Opracowang metode¢ badania mozna z powodzeniem

zastosowac w analityce probek estrow metylowych kwasow

thuszczowych, w celu doktadnego oznaczania sumarycz-

nej zawarto$ci tych estroéw — z doktadnos$cia co najmniej

dwukrotnie wyzsza wzgledem normy PN-EN 14103. Do
zalet opracowanej metody mozna dodatkowo zaliczy¢

uproszczenie procesu przygotowania probki, jak rowniez

obnizenie kosztow zakupu materiatéw wzorcowych.

Dzigki poprawieniu precyzji, niniejsza nowa metode

mozna z powodzeniem zastosowaé w pracach badawczych

z zakresu analizy zmian zachodzacych w estrach metylo-

wych kwasow thuszczowych.

Artykut nadestano do Redakeji 17.01.2011 r. Przyjeto do druku 28.04.2011 r.
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