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Oznaczanie wolnych steroli roslinnych i zwierzecych
w estrach metylowych kwasow ttuszczowych
Z wykorzystaniem techniki chromatografii gazowe;

Przedstawiono opracowang metod¢ rozpoznawania typu surowca zastosowanego do produkcji estrow metylowych
kwasow tluszczowych FAME. Do tego celu przygotowano wlasng metod¢ oznaczania wolnych steroli roslinnych
i zwierzgcych w FAME. Z uwagi na charakterystyczny profil sterolowy kazdego tluszczu, opracowana metodyka
pozwala na identyfikacj¢ pochodzenia surowca roslinnego zastosowanego do produkcji FAME, jak rowniez na
wykrycie przypadkow zastosowania surowca zwierzgcego.

Stowa kluczowe: biopaliwa, wolne sterole, chromatografia gazowa, estry metylowe kwasow thuszczowych.

Determination of free vegetable and animal sterols in fatty acid methyl esters using
the gas chromatography technique

In this paper, the method of recognition of the type of raw material used for the production of fatty acid methyl esters
FAME is presented. For this purpose, a method of determination of free sterols of animal and plant origin in FAME
is used. Due to the characteristic sterol profile of each fat, the method developed in this work allows the identification
of the origin of plant material used for the production of FAME, as well as detecting the use of animal material.

Key words: biofuels, free sterols, gas chromatography, fatty acid methyl esters.

Wstep

Sterole to grupa zwigzkoéw organicznych z grupy sterydow, Czasteczki steroli r6znig si¢ miedzy sobg jedynie bocz-
charakteryzujacych si¢ uktadem czterech skoniugowanych  nym tancuchem weglowym R. Budowg tego tancucha dla
pierscieni weglowych z przytaczong grupg hydroksylowa  najbardziej typowych steroli roslinnych i zwierzecych przed-
w pozycji 3. Budowe strukturalng czasteczek steroli przed-  stawiono na rysunku 2 [6].
stawiono na rysunku 1 [6].
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Rys. 2. Wzor strukturalny tancucha weglowego dla
wybranych czasteczek steroli

Jak pokazano na rysunku 2, na fancuch weglowy w po-
szczegolnych czasteczkach steroli sktada si¢ od 9 atoméw
wegla (cholesterol) do 11 atoméw wegla (B-sitosterol oraz
stigmasterol). Sposrod wymienionych powyzej steroli wigza-

nie podwdjne obecne jest jedynie w czasteczce brassicasterolu
oraz stigmasterolu. Wymienione r6znice w budowie struktu-
ralnej decydujg o wiasciwosciach fizykochemicznych steroli,
a w szczegdlnosci o ich temperaturach wrzenia. Skutkuja
one zré6znicowanymi czasami retencji w procesie rozdziatu
chromatograficznego. Sposréd wybranych steroli najkrotszym
czasem retencji charakteryzuje si¢ cholesterol, z uwagi na
najkrotszy tancuch weglowy, a najdhuzszym — B-sitosterol,
ze wzgledu na najdtuzszy tancuch weglowy i brak w nim
wigzania podwdjnego.

Sterole roslinne i zwierzece — wystepowanie

Sterole ro$linne, zwane réwniez fitosterolami, to jedna
z wielu grup sktadnikow wystepujacych w olejach roslinnych
w ilosciach sladowych. Sg one obecne w postaci steroli wol-
nych lub zwigzanych jako estry sterolowe. Wolne sterole sg
czg$ciowo usuwane w procesie rafinacji olejow roslinnych,
bez znaczacych zmian w ich sktadzie. W procesie produkcji
estrow metylowych kwasow thuszczowych poprzez transe-
stryfikacje olejow roslinnych sterole pozostaja w produkcie
konicowym na wykrywalnym poziomie. Profil sterolowy
oleju roslinnego podczas transestryfikacji praktycznie nie
ulega zmianom, dzigki czemu mozliwa jest identyfikacja
typu surowca roslinnego, z ktorego wyprodukowano FAME.

Podobng informacj¢ zapewniajg rOwniez oznaczenia we-
dhug PN-EN ISO 5508 oraz PN-EN 14103, poprzez podanie
informacji o sktadzie kwasow thuszczowych, jednak metodyki
opisane w tych normach posiadajg stabe punkty. Podstawowym
problemem jest fakt, ze sktad kwasow tluszczowych nie jest
staty dla danego oleju lub thuszczu. Okresla si¢ jedynie granice
zawartosci dla poszczegdlnych kwaséw thuszczowych. A zatem
w przypadku mieszania surowcow ro$linnych, szczeg6lnie
w przypadku niewielkich domieszek lub zanieczyszczen,
moze nie by¢ mozliwe stwierdzenie typu surowca roslinnego,
z uwagi na niewielkie, niezauwazalne rdznice, ktore mogg si¢
pojawi¢ wowczas w sktadzie kwasow tluszczowych.

W przypadku zawartosci steroli roslinnych sytuacja przed-
stawia si¢ zupehie inaczej. Kazdy olej lub thuszcz roslinny
posiada charakterystyczny sktad steroli o jedynie niewielkiej

zmiennosci, ktora zalezna jest od pochodzenia. Znane sa
rowniez sterole, ktore wystepuja tylko w danym surowcu
roslinnym. Dzieki temu mozliwa jest identyfikacja zanie-
czyszczenia surowca roslinnego innym z duzg pewnos$cia
statystyczng.

Fakt ten jest wykorzystywany miedzy innymi w przypadku
wykrywania fatszerstw polegajacych na rozcienczaniu war-
toSciowych olejow roslinnych tanszymi olejami ro§linnymi.
Na przyktad wykrycie falszowania oliwy z oliwek olejem
rzepakowym polega na zbadaniu obecnosci brassicasterolu,
ktory poza rzepakiem wystepuje w znaczgcych ilosciach
jedynie w algach.

Oznaczenie steroli jest rowniez odpowiednie w przypadku
konieczno$ci wykrywania zastosowania surowca zwierzgcego
do produkcji FAME. Sposrdéd catej grupy steroli tlhuszcze
zwierzece zawierajg gldwnie cholesterol, a jego zawarto$é
w smalcu osigga nawet 1000 ppm [6]. W olejach roslinnych
cholesterol wystepuje jedynie w sladowych ilosciach, tj. po-
nizej 50 ppm, co daje mozliwos$¢ wykrycia dodatku thuszczéw
zwierzecych do olejow roslinnych [6].

Do wolnych steroli najczesciej wystepujacych w roslinach
naleza: B-sitosterol, stigmasterol, campesterol i brassicasterol.
Oznaczanie wymienionych steroli wraz ze sterolem zwie-
rzgcym — cholesterolem wydaje si¢ najbardziej uzasadnione
podczas przeprowadzania badan porownawczych 1 identyfika-
cyjnych czystych estréw metylowych kwaséw thuszczowych
FAME pochodzacych z réznych zrodel.

Wiasciwosci fizykochemiczne steroli

Sterole roslinne 1 zwierzece majg posta¢ bezbarwnych
krysztatéw i charakteryzuja si¢ wysokimi temperaturami top-
nienia, do 170°C w przypadku stigmasterolu [3]. Temperatury
wrzenia wahaja si¢ w zakresie od 360°C dla cholesterolu do
nawet 500°C dla sitosterolu.

Pomimo wysokich temperatur wrzenia omawianych struktur
1 dobrej rozpuszczalnosci w czystych estrach kwasow thuszczo-

wych FAME, w obnizonych temperaturach sterole moga ulega¢
krystalizacji z FAME lub z oleju napedowego zawierajacego
FAME, wraz z innymi sktadnikami posiadajagcymi wysokie
temperatury krzepnigcia, takimi jak nasycone monoacylo-
glicerole 1 wolne glukozydy steroli. Proces ten prowadzi do
powstawania osadéw na dnie zbiornikéw z paliwem oraz na
filtrach uktadu doprowadzenia paliwa do silnika z zaptonem
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samoczynnym. W skrajnych przypadkach moze to skutkowaé
zatkaniem filtra paliwa i unieruchomieniem silnika.

Tang, Gunzman i Salley zbadali wptyw zréznicowanego
dodatku FAME do oleju napedowego na ilo$¢ powstajacych
osadow [17, 18]. Badali rowniez sktad chemiczny osadow,
stwierdzajac w nich obecnos¢ wolnych steroli. Inni badacze
z USA, w tym Moreau, Scott i Haas, réwniez potwierdzili
obecnos¢ tych struktur w powstajacych osadach [8].

Zawarto$¢ wolnych steroli nie jest ujeta w Rozporzgdze-
niu Ministra Gospodarki z dnia 22 stycznia 2009 r. w spra-

wie wymagan jakosciowych dla biopaliw cieklych [15], jak
rowniez w Rozporzgdzeniu Ministra Gospodarki z dnia
22 kwietnia 2010 r. w sprawie metod badania jakosci biopaliw
cieklych [16]. Badanie wymienionych struktur jest jednak
uzasadnione z uwagi na mozliwo$¢ pozyskania informacji
o0 naturze substancji wytracajacych si¢ z paliwa w obnizonych
temperaturach i powodujacych problemy eksploatacyjne oraz
o pochodzeniu produktu, jakim sg estry metylowe kwasow
tluszczowych FAME, stosowane jako paliwo do silnikow
z zaplonem samoczynnym.

Metody oznaczania steroli roslinnych i zwierzecych

W zbiorze Polskich Norm dostgpne sg obecnie trzy me-
todyki badania steroli w olejach i thuszczach roslinnych oraz
zwierzecych.

Metodyka wedhug PN-EN ISO 11702:2010 Oleje i thuszcze
roslinne oraz zwierzece — Enzymatyczne oznaczanie ogolnej
zawartosci steroli [11] dotyczy oznaczania jedynie catkowitej
zawartosci steroli i nie daje mozliwosci zastosowania techniki
chromatografii gazowe;.

Pozostate dwie metodyki, wedtug PN-EN ISO 12228:2002
Oleje i tluszcze roSlinne oraz zwierzece — Oznaczanie po-
szczegolnych steroli i ich catkowitej zawartosci — Metoda
chromatografii gazowej [12] oraz PN-ISO 3594:2000 Ttuszcz
mleczny — Wykrywanie steroli tuszczu roslinnego metodg
chromatografii gazowej [13], stosujg technike chromato-
grafii gazowej oraz zawierajg wyczerpujacy opis sposobu
przygotowania probek.

Metodyka zawarta w normie PN-ISO 3594:2000 nie jest
ilosciowa i obejmuje jedynie przygotowanie digitonianéw
steroli, rozpuszczenie ich w mieszaninie formamidu i dime-
tyloformamidu, wyekstrahowanie frakcji steroli i rozdziat
metodg chromatografii gazowej. Metoda dotyczy jedynie ja-
kosciowego wykrywania olejow ro§linnych w probce poprzez
sprawdzenie obecnosci piku B-sitosterolu i innych fitosteroli.

W tablicy 1 zestawiono warunki wykonania oznacza-
nia poszczegolnych steroli wedtug normy PN-EN ISO
12228:2002 oraz przedstawione w wybranych pozycjach
literaturowych.

Metodyka opisana w normie PN-EN ISO 12228:2002 po-
lega na przygotowaniu probki poprzez jej zmydlenie przy uzy-
ciu etanolowego roztworu wodorotlenku potasu, oddzieleniu
frakcji steroli od estrow metylowych kwasow thuszczowych
na kolumnie z tlenkiem glinu, dodatkowym oczyszczeniu
frakcji steroli za pomocg chromatografii cienkowarstwowej,
a nastgpnie uzyciu techniki chromatografii gazowej z zasto-
sowaniem kolumny kapilarnej z fazg stacjonarng typu SE-54
oraz detektora ptomieniowo-jonizacyjnego. Do obliczen
ilosciowych wykorzystano metod¢ wzorca wewngtrznego.
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Jako wzorzec wewnetrzny zastosowano betuling. Poza sta-
nolami, bedgcymi sterolami o nasyconych pierscieniach,
wymieniong metodg mozna oznacza¢ szerokg game steroli:
od cholesterolu do uvaolu.

Paavo Kalo i Tiia Kuuranne w swojej pracy [9] badali oleje
i thuszcze pod katem zawartoSci wolnych i estryfikowanych
steroli. W celu wydzielenia frakcji steroli wykorzystano
technik¢ SPE, a nast¢pnie, dla wykrycia poszczegdlnych
steroli, technik¢ chromatografii gazowej z detekcja mas.
Autorzy pracy zastosowali technike cieczowej chromatografii
kolumnowej celem rozdzielenia estrow sterolowych od wol-
nych steroli, a wydzielona frakcja wolnych steroli zawierata
réwniez pozostatosci diacylogliceroli i triacylogliceroli, stad
celem ich roztozenia poddano jg transestryfikacji. Z do$wiad-
czen autora pracy w badaniach steroli w estrach metylowych
kwasow thuszczowych wynika, ze nie jest to konieczne przy
uzyciu odpowiedniej kolumny chromatograficznej, z uwagi na
znacznie roznigce si¢ czasy retencji dla wyzej wymienionych
zwigzkow. Konieczne jest tylko przeprowadzenie steroli
w pochodne silanowe — celem poprawienia ich wykrywania
przez detektor ptomieniowo-jonizacyjny. W innej pracy Anna
Rocco i Salvatore Fanali [14] wykorzystali technik¢ chro-
matografii cieczowej nano-LC z detekcja UV oraz detekcja
mas do oznaczania steroli w oliwie z oliwek. Zastosowano
przygotowanie probki obejmujace jej zmydlenie przy uzyciu
etanolowego roztworu KOH, ekstrakcje eterem dietylo-
wym, odwirowanie i oczyszczenie metodg chromatografii
cieczowej. Nie zastosowano w tym przypadku silanowania
analitow w probce, gdyz nie jest ono wymagane w przypadku
chromatografii cieczowe;.

Interesujaca pozycja literaturowa jest praca [10] Dutty C.
Paresha i Lena Normena, w ktorej szczegdtowo opisano
technike oznaczania steroli roslinnych z zastosowaniem
chromatografii gazowej. Wskazano na mozliwos$¢ rozdzielania
poszczegdlnych stanoli. Rozdziat steroli od stanoli wyma-
ga specjalnej kolumny chromatograficznej z faza o nisko
sredniej polarnosci DB-1701 (metylo 7% cjanopropylo 7%



artykuty

Tablica 1. Zestawienie warunkow chromatografii gazowej badania steroli wedlug dostepnej metodyki
znormalizowanej PN-EN ISO 12228:2002 na tle wybranych pozycji literaturowych

Zakres metody nie podano nie podano nie podano
Granica . . .

L nie podano nie podano nie podano
oznaczalnosci

Zakres wyzna-

dla probek oliwy z oliwek, oleju stonecz-

dla probek oleju z orzechéw, oleju

dla probek oleju stonecznikowego,

czenia precyzji | nikowego i rzepakowego stonecznikowego i rzepakowego sojowego, rycynowego i rzepakowego
5 dla sumy steroli: 1 mg/kg, dla sumy sterol%: 1 mg/kg?’ qle_]u, . dla sumy sterol%: 1 mg/kg qleju, .
Doktadnosc . > . dla procentowej zawartosci steroli: | dla procentowej zawartosci steroli:
dla procentowej zawartosci steroli: 0,1%
0,01% 0,01%
dla sumy steroli: 6,44 dla sumy steroli: 2,2
. dla cholesterolu: 55,0 .
Powtarzalnosc . dla brassicasterolu: 2,1
dla brassicasterolu: 3,52 .
wzgledna ) nie podano dla campesterolu: 2,3
o dla campesterolu: 1,44 . :
(rzepak) [%] . dla stigmasterolu: 16,2
dla stigmasterolu: 50,0 dla sitosterolu: 6.4
dla sitosterolu: 1,42 v
dla sumy steroli: 28,15
Odtwarzalnoé dla cholesterolu: 102,5
dla brassicasterolu: 6,67 . .
wzgledna nie podano nie podano
(rzepak) [%] dla campesterolu: 2,59
P 0 dla stigmasterolu: 96,7
dla sitosterolu: 4,63
Masa probki [g] 250 mg nie podano 20+30 mg

— zmydlenie przy uzyciu etanolowego
roztworu wodorotlenku potasu

— oddzielenie frakcji steroli od estrow
metylowych kwasow thuszczowych na

— oddzielenie frakcji steroli od
estrow metylowych kwasow
thuszczowych na kolumnie
z zelem krzemionkowym mesh 60

— oddzielenie frakcji steroli od oleju
przy uzyciu techniki SPE

Przygotowanie kolumnie z tlenkiem glinu — zmydlenie przy uzyciu metano- . . . .
R . . . — silanowanie steroli przy uzyciu
probki — oczyszczenie frakcji steroli za pomoca lowego roztworu wodorotlenku MSTFA w ob sci pirvd
chromatografii cienkowarstwowej TLC sodu o k ‘;V obecnosct pirydyny
— silanowanie steroli przy uzyciu — silanowanie steroli przy uzyciu Jako katalizatora
MSHFBA (N-metyl-N-(trimetylsilyl)- N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoro-
heptafluorobutyramid) acetamide)
. , . . Lo chtodzony powietrzem do bez- . .
Dozownik split, wspotczynnik podziatu strumienia posrednicgo wprowadzania na OCI, do bezposredniego wprowadza-

1:20, temperatura 320°C

kolumng cool on-column

nia na kolumng

Kolumna chro-

kolumna kapilarna (od 25 do 60 m) x
(0,20+0,25 mm) z faza typu SE-54

kolumna kapilarna 30 m x 0,25 mm
z faza typu DB-5 o grubosci filmu

kolumna kapilarna 15 m x 0,32 mm
z fazg typu DB-17HT o grubosci

matograficzna | " okei filmu df = 0,1 um df=0,25 pm filmu df = 0,15 pm
FID — ptomieniowo-jonizacyjny, tempe- . L . FID — ptomieniowo-jonizacyjny,
Detektor ratura 320°C FID — ptomieniowo-jonizacyjny temperatura 360°C
Objetosc dozy 1 ul nie podano 1l
B tzlofzgr;e;al;oczqtkowa 200°C — temperatura poczatkowa 70°C
_ przyrost temperatury 10°C/min | prz;;rost temperatury 15°C/min do
Program 5 o . 230°C
- temperatura poczatkowa 240°C do 285°C (1 minuta) _ orzvrost temperatury 5°C/min do
P Y przyrost temperatury 4°C/min do 255°C | — przyrost temperatury 0,5°C/min p ); P Y
termostatu o 250°C
do 295°C — przyrost temperatury 25°C/min do
— przyrost temperatury 5°C/min do I’; 5 8:, @3 miﬁu ) Y
320°C (10 minut) vy
Czas analizy GC 45 minut 30 minut 30 minut
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fenylopolisiloksan). Wedtug autoréw taki rozdziat nie jest
mozliwy przy zastosowaniu najczesciej uzywanej w labo-
ratoriach kolumny kapilarnej o niskiej polarno$ci. Stanole
wystepuja jednak w znaczacych ilosciach tylko w ttuszczach
pochodzacych z ziaren zb6z, stad nie ma koniecznoS$ci za-
pewnienia ich rozdziatu od steroli. Potwierdzeniem bardzo
niskich pozioméw stanoli w typowych olejach roslinnych jest
chromatogram podany w normie PN-EN ISO 12228:2002, na
ktérym stanole stanowig jedynie piki §ladowe, wydzielone
za pikami wlasciwych steroli, b¢dgce na granicy szumu linii
bazowe;j. Interesujacy jest fakt, ze wbrew zapisom w pozycji
literaturowej [10] w omawianej normie zastosowano kolumne
o niskiej polarnosci z faza SE-54 (metylo 5% fenylopolisilok-
san), uzyskujac petny rozdziat steroli od stanoli. Dodatkowo
w artykule przegladowym [1], dotyczacym oznaczania steroli
przy uzyciu roznych technik, S. L. Abidi opisuje mozliwos¢
zastosowania faz stacjonarnych o niskiej polarnosci. W pra-
cy Marion Lechner, Birgit Reiter i Eberharda Lorbeera [7]
zaprezentowano mozliwo$¢ zastgpienia etapu zmydlenia
probki i1 przygotowania jej poprzez rozdziat przy uzyciu
chromatografii cieczowej, poprzez technik¢ SPE — ekstrakcje
do fazy stale;.

Biorac pod uwage powyzsze wnioski, autor skupit si¢ na
opracowaniu mozliwie najszybszej metody oznaczania steroli
w estrach metylowych kwasow thuszczowych, z preferowanym
wykorzystaniem szeroko dostepnych kolumn kapilarnych do
chromatografii gazowej. Wstepne proby potwierdzity mozli-
wo$¢ zastosowania kolumny kapilarnej z faza o niskiej polar-
nos$ci typu metylopolisiloksan do rozdziatu poszczegolnych
steroli w FAME. Sposrod dostepnych uktadéw wprowadzania
probki zdecydowano si¢ na dozownik cool on-column, zapew-
niajacy najwyzsza czutos¢ i eliminacje mozliwej degradacji
termicznej analitow. Jako kolumn¢ kapilarng zdecydowano
si¢ zastosowac¢ kolumne Supelco o dlugosci 15 m i $rednicy
wewnetrznej 0,32 mm z fazg SPB-5 (metylo 5% fenylopo-
lisiloksan) o grubosci filmu 0,25 pm. Wymieniona kolumna
zapewnia bardzo dobry rozdziat pomiedzy wybranymi stero-
lami — do linii bazowej, jak rowniez rozdziat od pozostatych
sktadnikow FAME: monoacylogliceroli, diacylogliceroli
i triacylogliceroli oraz mig¢dzy innymi tokoferoli, glukozy-
dow steroli i estrow sterolowych. Po przeprowadzeniu badan
stwierdzono, ze nie jest konieczne wydzielanie frakcji stero-
lowej z FAME, poniewaz nie zachodzi naktadanie si¢ pikow
z pozostatymi sktadnikami FAME.

Czes¢ doswiadczalna

W niniejszej pracy opracowano wiasng metode oznaczania
steroli roslinnych 1 zwierzgcych w estrach metylowych kwa-
sow thuszczowych FAME. Do oznaczania zostaty wybrane
sterole najczgsciej wystepujace w roslinach: brassicasterol,
campesterol, B-sitosterol i stigmasterol oraz sterol pochodze-
nia zwierzgcego — cholesterol. Praca zostata wykonana przy
uzyciu chromatografu gazowego firmy Thermo Electron Cor-
poration model TRACE GC Ultra. Wykonano proby wstepne
przy uzyciu zakupionej mieszaniny steroli roslinnych (Plant
Sterol Mixture, B-sitosterol 53%, stigmasterol 7%, campeste-
rol 26%, brassicasterol 13%, dostawca: Larodan, Szwecja).
Po wyborze najbardziej optymalnego czynnika silanujacego
(MSTFA — N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide,
dostawca: Sigma-Aldrich) i po przeprowadzeniu wzorco-
wych steroli w pochodne silanowane w obecnosci pirydyny
(pirydyna odwodniona, dostawca: Sigma-Aldrich) otrzymang
mieszaning wzorcowg dozowano do chromatografu gazowego
i zoptymalizowano program temperaturowy termostatu dla
zakupionej kolumny chromatograficznej Supelco z fazg SPB-5.

Po wykonaniu wielu badan stwierdzono, ze najbardziej
optymalnym programem temperaturowym dla opracowa-
nej wlasnej metody oznaczania steroli w FAME jest praca
w warunkach programowanego przyrostu temperatury od
100°C z przyrostem temperatury 15°C/min do maksymal-
nej temperatury pracy kolumny. Konieczne byto rowniez
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zastosowanie programowanego przyrostu ci§nienia gazu
no$nego, szczegolnie przy analizie struktur o wysokiej masie
czasteczkowej (dla B-sitosterolu M,, = 414) na kolumnie z fil-
mem fazy stacjonarnej o grubos$ci 0,25 um. Catkowity czas
analizy wyniost 24,3 minuty, przy uzyskaniu bardzo dobrego
rozdzialu pomiedzy pikami steroli roslinnych i zwierzecych.
Sterole zostaly takze rozdzielone od pozostatych sktadnikow
FAME, a w warunkach metody z kolumny eluowane sa
rowniez resztkowe triacyloglicerole z FAME.

Dodatkowo w niniejszej pracy sprawdzono czastkowa
informacje¢ zawartag w normie PN-EN ISO 12228:2002 o zbli-
zonych warto$ciach wspotczynnikow odpowiedzi detektora
ptomieniowo-jonizacyjnego FID w pewnych warunkach dla
wzorca wewnetrznego — betuliny 1 pozostatych steroli. Wy-
znaczono réwniez krzywe wzorcowe dla steroli rozniacych
si¢ dlugoscig podstawnika wzgledem wzorca — betuliny.

Oznaczenia w niniejszej pracy wykonano na chromato-
grafie gazowym TRACE GC Ultra firmy Thermo Electron
Corporation. Na jego wyposazenie sktadaty si¢ nastgpujace
elementy:

* dozownik z bezposrednim dozowaniem na kolumne cool
on-column;

* kolumna chromatograficzna SPB-5 (metylo 5% fenylopo-
lisiloksan) o wymiarach: 15 m x 0,32 mm, z filmem fazy
stacjonarnej o grubosci 0,25 um, firmy Supelco, USA;



» przedkolumna Guard column, 0,4 m x 0,53 mm, dez-
aktywowana, potaczona z kolumna analityczng przy
uzyciu tgcznika uniwersalnego do kolumn kapilarnych
Universal Fused Silica Press-Tight Connector — Restek
Corporation;

 detektor plomieniowo-jonizacyjny (FID);

» program Chrom-Card for USB do integracji 1 obrobki
chromatogramoéw, firmy Thermo Electron Corporation.
Do badaf dobrano nastgpujace warunki pracy chroma-

tografu gazowego:

* program temperaturowy termostatu:

— izoterma poczatkowa: 100°C przez 1 minute,
— przyrost temperatury: 15°C/min, do 345°C,

— izoterma koncowa: 345°C przez 7 minut,
— czas trwania analizy: 24,3 minuty;

* ci$nienie gazu no$nego programowane:
— izobara poczatkowa: 100 kPa przez 1 minutg,
— przyrost ci$nienia: 15 kPa/min, do 200 kPa,
— izobara koncowa: 200 kPa przez 5 minut;

* dozownik z bezposrednim dozowaniem na kolumne coo/
on-column chtodzony powietrzem;

* objetos¢ dozy: 1 pl;

» temperatura detektora ptomieniowo-jonizacyjnego FID:
370°C;

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

Przygotowanie wzorcéw i probek przed analiza GC

Przed analizg chromatograficzng analizowang probke
lub roztwor wzorcowy poddano reakcji silanowania celem
poprawy wykrywalnoS$ci steroli poprzez obnizenie polar-
nosci ich grup wodorotlenowych, utatwiajac w ten sposob
eluowanie z kolumny chromatograficznej z faza stacjonarng
o niskiej polarnosci.

Odpowiednig objetos¢ probki (0,100 ml) lub roztworu
wzorcowego (od 0,002 ml do 0,100 ml) wprowadzono przy
uzyciu mikrostrzykawki do fiolki o pojemnosci 1,5 ml. Do

fiolki dodano 0,100 ml MSTFA i 0,100 ml pirydyny oraz
0,100 ml roztworu wzorca wewngtrznego przygotowanego
metoda podang w tekscie. Fiolke zakapslowano, nastepnie
wytrzgsano przez 3 minuty i odstawiono na 15 minut. Po tym
czasie zawarto$¢ fiolki przeniesiono ilo§ciowo do probowki
o pojemnosci 20 ml przy uzyciu 8 ml n-heptanu, odmierzo-
nego z zastosowaniem cylindra pomiarowego o pojemnosci
10 ml. Tak przygotowany roztwor dozowano do chromato-
grafu gazowego.

Wyznaczenie czasow retencji dla steroli roslinnych i zwierzecych

Celem prawidtowej identyfikacji wymienionych steroli
ro$linnych i zwierzgcych wytypowanych do oznaczania spo-
rzadzono roztwory jako$ciowe kazdego z oznaczanych steroli
(cholesterol, stigmasterol, B-sitosterol, dostarczone przez
firme¢ Sigma-Aldrich, oraz campesterol, dostarczony przez
Larodan, Szwecja), a takze mieszaniny wzorcowej steroli
(dla wyznaczenia czasu retencji brassicasterolu) w pirydynie
oraz wzorca wewnetrznego — betuliny (dostarczonej przez
Sigma-Aldrich) — wszystkie roztwory na poziomie 0,2 mg/ml.

Z kazdego z roztwordéw pobrano po 50 pul do osobnych
fiolek o pojemnosci 1,5 ml, do ktorych dodano po 100 pl
MSTFA 1 100 pl pirydyny. Po wytrzasaniu przez 3 minuty
1 odstawieniu na 15 minut kazdy z roztwordw przeniesiono
ilosciowo do probowek o pojemnosci 20 ml przy uzyciu 8 ml
n-heptanu odmierzonego z zastosowaniem cylindra pomia-
rowego o pojemnosci 10 ml, po czym kazdy z roztworow
analizowano.

Zidentyfikowano czasy retencji steroli i wzorca wewngtrz-
nego — betuliny. Czasy retencji otrzymane dla steroli, w ko-
lejnosci ich eluowania z kolumny GC, zostaly przedstawione
w tablicy 2 wraz z wzglednymi czasami retencji w odniesieniu
do wzorca wewngtrznego — betuliny.

Tablica 2. Czasy retencji uzyskane dla poszczegdlnych steroli
oraz dla wzorca wewnetrznego — betuliny

. Wyznaczon‘)‘l Wzgledny
Sterole i wzorzec wewngtrzny | czas retencji ..
. czas retencji
[min]

Cholesterol 11,6 0,872
Brassicasterol 11,8 0,887
Campesterol 12,1 0,910
Stigmasterol 12,2 0,917
[-sitosterol 12,4 0,932
Betulina — wzorzec wewngtrzny 13,3 1,000

Wyznaczenie krzywych wzorcowych dla wybranych steroli

Celem sprawdzenia stato$ci wspotczynnika odpowiedzi
detektora ptomieniowo-jonizacyjnego FID dla steroli wzgle-

dem wzorca wewngtrznego — betuliny, wykonano krzywe
wzorcowe dla dostepnych wzorcow steroli, réznigcych sie
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migdzy sobg pod wzgledem budowy strukturalnej, o naj-
wyzszej dostepnej czystosci: cholesterolu i stigmasterolu.
Sporzadzono roztwor wzorcowy cholesterolu, stigmasterolu
oraz roztwor wzorca wewnetrznego — betuliny, wszystkie
o stezeniu okoto 6 mg/ml.

Odmierzajac do osobnych fiolek przy uzyciu mikrostrzy-
kawek odpowiednie objetosci roztworow podstawowych cho-
lesterolu i stigmasterolu oraz wzorca wewnetrznego betuliny
w stalej ilo$ci, uzyskano roztwory o stezeniu oznaczanych
substancji w zakresie od 0,010% (m/m) do 0,581% (m/m).
W kolejnym etapie postepowano zgodnie z podang wczesniej
procedurg przygotowania probek do analizy. Z tak sporza-
dzonych wzorcéw w fiolkach do GC pobierano kazdorazowo
po 1 ulidozowano do chromatografu gazowego.

Celem wykreslenia krzywych wzorcowych zaleznoS$ci
sygnatu od stezenia cholesterolu i stigmasterolu wzgledem
wzorca betuliny wyznaczono wartosci $rednie powierzchni
pikow dwoch badanych steroli i betuliny dla analizowanych
roztworéw wzorcowych. Obliczono iloraz mas sterolu i betu-
liny dla kazdego roztworu wzorcowego. Otrzymane wartosci
przedstawiono w tablicach 3 1 4.

Tablica 3. Dane uzyskane podczas wyznaczania krzywej
regresji cholesterolu

0,020 150 815 7 656 602
0,201 1587535 7919 425
0,502 3 896 858 7781 658
1,003 7730 844 7749 355

Tablica 4. Dane uzyskane podczas wyznaczania krzywej
regresji stigmasterolu

0,020 137112 7 656 602
0,195 1520079 7919 425
0,488 3754 059 7781 658
0,976 7386423 7749 355

Dla kazdego z punktow krzywej wzorcowej obliczono
iloraz powierzchni pikéw cholesterolu/stigmasterolu i be-
tuliny, po czym wykreslono krzywe wzorcowe zaleznoS$ci
ilorazu mas sterolu i wzorca wewngtrznego od ilorazu ich
powierzchni. Otrzymane krzywe wzorcowe przedstawiono
na rysunkach 3 i 4.
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Rys. 4. Krzywa wzorcowa oznaczania stigmasterolu w FAME

Analizujac powyzsze krzywe regresji wraz z podanymi
réwnaniami liniowymi w warunkach metody, stwierdzono
réznic¢ pomiedzy wspotczynnikami kierunkowymi dla cho-
lesterolu 1 stigmasterolu wynoszaca 1,7% wzglednych. Nie
jest zatem zalecane stosowanie tego samego wspotczynnika
odpowiedzi dla steroli i betuliny, pomimo takiego zapisu
w normie PN-EN ISO 12228:2002. Przy bardzo niskich war-
tosciach wspotczynnika przesunigcia (na poziomie —0,001)
zaobserwowanych dla obu krzywych wzorcowych mozliwe
jest jednak ich pominigcie i zastosowanie wspotczynnikow
wzorcowania dla poszczegolnych steroli. Zastosowano za-
tem zréznicowane wspolczynniki wzorcowania K| dla po-
szczegblnych steroli w zaleznoéci od dhugo$ci podstawnika.
W przypadku cholesterolu (podstawnik C,) wspotczynnik
wzorcowania K, przyjmuje warto$¢ wspotczynnika kierun-
kowego krzywej wzorcowej. Dla stigmasterolu i sitosterolu
(podstawnik C,,) mozliwe jest zastosowanie jednego wspot-
czynnika wzorcowania K, poniewaz stanowig one izomery
strukturalne. Brassicasterol i campesterol (podstawnik C,,)
—réwniez izomery strukturalne — posiadaja dlugos¢ podstaw-
nika pomigdzy cholesterolem a stigmasterolem/sitosterolem,
a zatem przyjeto dla nich $redni wspétezynnik wzorcowania K|
ze wspoOlczynnikow wzorcowania wyznaczonych dla powyz-
szych steroli. Wyznaczone wspotczynniki wzorcowania K| dla
steroli roslinnych 1 zwierzecych przedstawiono w tablicy 5.



Tablica 5. Wartosci wspotczynnikéw wzorcowania K|
dla oznaczanych steroli

Cholesterol 1,006
Brassicasterol 1,015
Campesterol 1,015
Stigmasterol 1,023
[3-sitosterol 1,023

Podsumowujac, w dalszych badaniach zastosowano me-
tod¢ wzorcowania z wzorcem wewnetrznym z bezposrednim
odniesieniem do jego nawazki, bez koniecznosci wyznaczania
krzywych wzorcowych dla poszczegdlnych steroli. Dodatko-

artykuty

WO przy uzyciu roztworow wzorcowych wykazano liniowos$¢
odpowiedzi detektora FID dla oznaczania zawartosci steroli
w zakresie od 0,010% (m/m) do 0,581% (m/m).

Zawarto$¢ poszczegodlnych steroli C; obliczono kazdora-
zowo wedhug ponizszego wzoru:

Cs = (As/4;5) - (mys/m) - K- 100% (1

gdzie:

A, — powierzchnia piku zidentyfikowanego sterolu,

A;s— powierzchnia piku wzorca wewnetrznego — betuliny,

m,;s— masa wzorca wewngtrznego dodanego do probki,

m —masa probki

K, —wspotczynnik wzorcowania sterolu wzgledem betuliny
(tablica 5).

Powtarzalnos¢ metody oznaczania steroli roslinnych w estrach metylowych kwasoéw tluszczowych FAME

Celem wyznaczenia powtarzalnosci metody wykona-
no od pigciu do siedmiu oznaczen dla dostepnych pro-
bek FAME zawierajacych sterole roslinne w zakresie
0,001+0,186% (m/m).

Obliczono odchylenie standardowe dla wartosci $redniej,
nastepnie obliczono powtarzalno$¢ zgodnie z normg ASTM
E 691 [2] wedlug wzoru:

T =S 2,8 ()
gdzie: s — odchylenie standardowe.
Uzyskane wyniki przedstawiono w tablicach 61 7.

Celem sprawdzenia, czy zachodzi zalezno$¢ liniowa
pomigdzy zawartoscig steroli a powtarzalno$cia ich oznacza-

Tablica 6. Wyznaczenie powtarzalno$ci metody oznaczania steroli w estrach metylowych kwaséw thuszczowych FAME,
probka FAME z oleju sojowego

1 2 3 4 5
Brassicasterol | <0,011 <0,011 <0,011 <0,011 <0,011 - - - -
Campesterol 0,061 0,060 0,062 0,061 0,060 0,0005 0,0014 0,061 2,29
Stigmasterol 0,055 0,056 0,057 0,055 0,055 0,0008 0,0024 0,056 4,22
[3-sitosterol 0,134 0,132 0,133 0,133 0,133 0,0009 0,0025 0,133 1,86
SUMA 0,250 0,247 0,252 0,249 0,249 0,0015 0,0043 0,249 1,71

Tablica 7. Wyznaczenie powtarzalno$ci metody oznaczania steroli w estrach metylowych kwaséw thuszczowych FAME,
probka FAME z oleju rzepakowego

Brassicasterol | 0,054 | 0,055 | 0,055 | 0,056 | 0,055 | 0,056 | 0,056 0,0007 0,0020 0,055 3,57
Campesterol | 0,121 | 0,122 | 0,122 | 0,122 | 0,121 | 0,122 | 0,122 0,0004 0,0010 0,122 0,84
Stigmasterol | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,002 | 0,001 0,0001 0,0002 0,001 17,70
fB-sitosterol 0,186 | 0,186 | 0,186 | 0,185 | 0,185 | 0,186 | 0,186 0,0005 0,0013 0,186 0,68
SUMA 0,362 | 0,363 | 0,364 | 0,363 | 0,363 | 0,365 | 0,365 0,0011 0,0030 0,364 0,83
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nia, uszeregowano w porzadku rosngcym dane zawarto$ci
poszczegolnych steroli wraz z wyznaczona powtarzalnoscia
wzgledng wyrazong w procentach, a otrzymane wartosci
przedstawiono na wykresie (rysunek 5).

Nie zachodzi zalezno$¢ liniowa wyznaczonej powta-
rzalnosci od stgzenia steroli w FAME, zaobserwowano jed-
nak zalezno$¢ potegowa, ktora z dobrym przyblizeniem
(R*=0,8216) opisuje wyznaczong powtarzalno$¢. Korelacja
liniowa zachodzi pomigdzy logarytmem zawartosci steroli
a logarytmem powtarzalno$ci. Z uwagi na wyznaczenie
liniowosci detektora ptomieniowo-jonizacyjnego dla ozna-
czania steroli w FAME w zakresie od 0,011% (m/m) do
0,581% (m/m) — zakres metody ustalono na ten przedziat,
dolna granic¢ oznaczalno$ci okre$lono na 0,011% (m/m).

Zakres wyznaczenia powtarzalnosci wyniost od 0,001% (m/m)
do 0,364% (m/m).
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Rys. 5. Wykres zaleznosci wyznaczonej powtarzalnosci
od zawartos$ci poszczegdlnych steroli

Sprawdzenie odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej dla metody oznaczania steroli
w estrach metylowych kwasoéw ttuszczowych FAME

Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna wdrazanej metody
sprawdzono poprzez ponowne wykonanie po uptywie tygo-
dnia analizy probki zawierajacej sterole roslinne.

Obliczono bezwzgledng réznice pomiedzy poszczegol-
nymi wynikami. Jako warto$¢ referencyjng zastosowano
powtarzalno$¢ wyznaczong w niniejszej pracy obliczong
dla warto$ci $rednie;j.

Uzyskane wyniki przedstawiono w tablicy 8.

Zaden z wynikéw oznaczania steroli w FAME po uplywie
tygodnia nie roznit si¢ od wyniku poczatkowego, w granicach
wyznaczonej powtarzalnosci. W ten sposob, dzigki uzyskaniu
kazdorazowo bardzo dobrej odtwarzalno$ci wewnatrzlabo-
ratoryjnej dla opracowanej procedury, mozna wnioskowac
o stabilno$ci metody.

Tablica 8. Odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna, wyniki oznaczen steroli dla probki 44/11 po uptywie tygodnia

Brassicasterol 0,055 0,056 0,001 0,001
Campesterol 0,121 0,122 0,001 0,002
Stigmasterol 0,001 0,001 0,000 0,000
[-sitosterol 0,185 0,186 0,001 0,002
SUMA 0,363 0,365 0,002 0,003

Wyznaczenie granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci steroli

Granica wykrywalno$ci stanowi najmniejsza mozliwa do
zmierzenia zawarto$¢ sktadnika probki, na podstawie ktorej
wnioskuje si¢ o obecnosci tego sktadnika z wystarczajaca
pewnoscig statystyczng. Granica wykrywalnosci odpowia-
da ilosciowo odchyleniu standardowemu s, $redniej z serii
oznaczen $lepej proby pomnozonemu przez 3.

LOD (limit of detection) =3 - s,
Stad wyznaczona granica wykrywalnos$ci dla steroli wynosi:

LODgeroe = 3 - 0,0002 = 0,0006% (1m/m)
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Granica oznaczalno$ci stanowi najnizszg mierzalng za-
warto$¢ sktadnika probki, przy ktérej mozna oznaczy¢ ilo-
sciowo ten sktadnik z odpowiednig pewnoscig statystyczng.
Granica oznaczalnosci ilosciowo odpowiada odchyleniu
standardowemu s, §redniej z serii oznaczen $lepej proby
pomnozonemu przez 6.

LOQ (limit of quantification) =6 - s,
Stad wyznaczona granica oznaczalno$ci dla steroli wynosi:

LOQuups = 6 - 0,0002 = 0,001% (m/m)



Niepewnos¢ ztozona metody oznaczania steroli w estrach metylowych kwaséw tluszczowych FAME

Niepewnos¢ stanowi obecnie parametr wyznaczany stan-
dardowo dla kazdej nowo opracowywanej metody badawcze;.
Parametr ten daje poglad na ostateczng precyzje uzyskiwanych
wynikow oznaczen. Poprzez zbadanie wszystkich czynnikow
majacych wptyw na wynik koncowy oznaczenia mozliwe jest
podanie szerokos$ci przedziatu wokot koncowego wyniku
oznaczenia, w ktérym z okreslonym prawdopodobiefistwem
— zwykle 95% — znajdzie si¢ rzeczywisty wynik oznaczenia.

W pierwszym etapie szacowania niepewnos$ci okreslono
wszystkie czynniki wptywajace na niepewnos$¢ metody ozna-
czania steroli w estrach metylowych kwasow thuszczowych
FAME.

Zastosowano nast¢pujace materiaty wzorcowe, ktorych
czystos¢ miata wplyw na niepewno$¢ wyniku koficowego
oznaczania steroli:

+ Betulina, firmy Sigma-Aldrich, o czystosci deklarowane;j
98,0% (m/m), (98,0 £ 2,0)% (m/m); rozktad prostokatny
u(c) = a/N3, u(P,) = 1,155% (m/m);

» Campesterol, firmy Larodan, o czystosci deklarowanej
98,0% (m/m), (98,0 £ 2,0)% (m/m); rozktad prostokatny
u(c) = alN3, u(P,) = 1,155% (m/m);

* Cholesterol, firmy Sigma-Aldrich, o czystosci dekla-
rowanej 99,0% (m/m), (99,0 £ 1,0)% (m/m); rozktad
prostokatny u(c) = a/N3, u(Ps) = 0,577% (m/m);

» Stigmasterol, firmy Sigma-Aldrich, o czystosci dekla-
rowanej 96,5% (m/m), (96,5 £ 3,5)% (m/m); rozktad
prostokatny u(c) = a/\N 3, u(P,) = 2,021% (m/m).

Na niepewnos¢ sporzadzenia roztworu wzorca wewnetrz-
nego sktadajg si¢ ponizsze niepewnosci standardowe:

» nawazka okoto 0,060 g betuliny; doktadno$¢ wazenia
0,0001 g; rozktad prostokatny u(c) = a/N3, u(m,) =
0,0000577 g;

* odmierzenie 10 ml pirydyny przy uzyciu kolby pomiaro-
wej; doktadnoé¢ pomiaru 0,025 ml; rozktad prostokatny,
u(c) = a/N3, u(v;) = 0,0144 ml.

Na wyznaczenie wspotczynnikéw wzorcowania steroli
sktadaja si¢ nastepujace niepewnosci standardowe:

» nawazka okoto 0,060 g cholesterolu, doktadno$¢ waze-
nia 0,0001 g; rozktad prostokatny u(c) = a/\3, u(m,) =
0,0000577 g;

+ nawazka okoto 0,060 g stigmasterolu, doktadno$¢ waze-
nia 0,0001 g; rozklad prostokatny u(c) = a/\3, u(m,) =
0,0000577 g;

* odmierzenie 10 ml pirydyny przy uzyciu kolby pomiaro-
wej; doktadno$¢ pomiaru 0,025 ml; rozktad prostokatny
u(c) = a/N3, u(v,) = 0,0144 ml;

* odmierzenie 0,100 ml roztworu wzorca wewnetrznego
przy uzyciu mikrostrzykawki o pojemnosci 0,100 ml;

doktadnos$¢ pomiaru 0,001 ml; rozktad prostokatny

u(c) = alN3, u(v;) = 0,000577 ml,

* odmierzenie 0,002 ml roztworu cholesterolu/stigmasterolu
przy uzyciu mikrostrzykawki o pojemnosci 0,010 ml;
doktadnos¢ pomiaru 0,0002 ml; rozklad prostokatny
u(c) = alN3, u(vV,) = 0,000115 ml;

* odmierzenie 0,02 ml roztworu cholesterolu/stigmasterolu
przy uzyciu mikrostrzykawki o pojemnosci 0,050 ml;
doktadnos$¢ pomiaru 0,001 ml; rozktad prostokatny
u(c) = a/N3, u(Vs) = 0,000577 ml;

* odmierzenie 0,05 ml roztworu cholesterolu/stigmasterolu
przy uzyciu mikrostrzykawki o pojemnosci 0,100 ml;
doktadnos$¢ pomiaru 0,001 ml; rozktad prostokatny
u(c) = alN3, u(Vy) = 0,000577 ml,

* odmierzenie 0,100 ml roztworu cholesterolu/stigmasterolu
przy uzyciu mikrostrzykawki o pojemnosci 0,100 ml;
doktadnos$¢ pomiaru 0,001 ml; rozktad prostokatny
u(c) = alN3, u(v,;) = 0,000577 ml.

Na niepewnos$¢ zwigzang z przygotowaniem probki na
oznaczenie zawartosci steroli sktadaja si¢ nastepujace nie-
pewnosci standardowe:

* nawazka okoto 0,100 g probki; doktadno$¢ wazenia
0,0001 g; rozktad prostokatny u(c) = a/N3, u(m,) =
0,000058 g;

* odmierzenie 0,100 ml roztworu wzorca wewnetrznego
przy uzyciu mikrostrzykawki o pojemnosci 0,100 ml;
doktadno$¢ pomiaru 0,001 ml; rozktad prostokatny,
u(c) = alN3, u(Vy) = 0,000577 ml.

Niepewnos¢ zwigzang z powtarzalno$cig oznaczen wyzna-
czono na podstawie wynikow okreslenia powtarzalnosci dla
badanych probek. Najwyzsza obliczona warto$¢ odchylenia
standardowego powtarzalno$ci w zakresie pomiarowym wy-
niosta 0,0008% (m/m) dla zawartosci steroli 0,0560% (m/m),
a zatem niepewnos$¢ wzgledna przyjmie wartos$¢ u, (r) =
(0,0008/0,0560) - 100% = 1,43% wyniku pomiaru. Dzi¢ki
zastosowaniu metody wzorca wewnetrznego niepewnosé
zwigzana z doktadnoscia mikrostrzykawki podczas dozowania
nie ma wptywu na wynik konicowy.

W przypadku niepewnosci zwigzanej z odczytem po-
wierzchni pikéw steroli doktadnos¢ odezytu jest rowna jed-
nostce pomiaru powierzchni. Niepewnos$¢ pomiaru wynosi
w tym przypadku u(D) = 1/\3. Najnizsza warto$¢ odczyty-
wanej powierzchni pikoéw steroli w zakresie pomiarowym
wynosi 135 000 jednostek, stad niepewno$¢ czastkowa wynosi
0,0004%. Wartos¢ niepewnosci czastkowej zwigzanej z od-
czytem powierzchni piku wzorca wewnetrznego, wynoszacej
7 800 000 jednostek, stanowi 0,000007% niepewnosci, stad
obydwie wartosci sg do pominigcia w niepewnosci ztozonej.
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Roéwnanie pomiaru i niepewnos¢ ztozona oznaczania steroli

Rownanie pomiaru dla oznaczania steroli mozna zapisac
W nastepujacy sposob:

Cs=As- M- Ky 3

gdzie:

C, — zawarto$¢ oznaczanego sterolu w probce FAME [% (m/m)],

A, —iloraz powierzchni piku oznaczanego sterolu i pola po-
wierzchni piku wzorca wewngtrznego betuliny,

M, — iloraz masy wzorca wewnetrznego oraz masy probki
FAME,

K, — wspbtczynnik wzorcowania dla oznaczanego sterolu
wzgledem wzorca wewnetrznego betuliny.

Niepewno$¢ wyznaczenia powierzchni piku sterolu i po-
wierzchni piku wzorca wewnetrznego, a zatem i czynnika A,
bedacego ich ilorazem, jest do pomini¢cia w niepewnosci
ztozonej.

Na niepewno$¢ wyznaczenia czynnika M, sktadaja si¢
niepewnosci zwigzane z wazeniem probki, pomiarami ob-
jetosci oraz z czystoscig substancji wzorcowych:

u(M ) =Ju,>(m)+u,> (V) +1u,>(P) 4)

gdzie:

u,(m) —niepewno$¢ wzgledna zwigzana z pomiarami masy,

u, (V) —niepewno$¢ wzgledna zwigzana z pomiarami objetosci,

u,(P) —niepewnos$¢ wzgledna zwigzana z czysto$cig mate-
riatbw wzorcowych.

Natomiast na niepewnos$¢ wyznaczenia wspotczyn-
nika K, sktadajg si¢ niepewno$ci zwigzane z wazeniem

materiatdw wzorcowych, pomiarami objetosci roztworow
wzorcowych oraz z czysto$cig substancji wzorcowych.
Te zrodta niepewnos$ci moga by¢ wlaczone do podanego
wczesniej rownania (4).

Powyzsze niepewnosci okresla si¢ za pomocg wzorow:

u,(m)= ZM (5)

1 m;

u, (V)= k”f) (©6)

1 i

u (py= SME) (7)

o op

1

Roéwnanie wyrazajace niepewno$¢ oznaczania steroli w es-
trach metylowych kwasow tluszczowych, po uwzglednieniu
niepewnosci zwigzanej z powtarzalno$cia u, (r), przyjmie
ostatecznie postac:

{4 uz(mi):|+|: 8 uz(Vi)}-i-
1 miz 1 v’

i

u(C,)=C, ®)

4 2
u (P
+ { Z‘#} +u,’(r)
P
1 i
Po podstawieniu wszystkich niepewnosci czastkowych
do wzoru (8) uzyskano warto$¢ niepewnosci ztozonej ozna-
czania steroli w estrach metylowych kwasow tluszczowych:
u(Cy) =C, - 0,07.
Niepewno$¢ rozszerzona przy zastosowaniu wspotczyn-

nika rozszerzenia réwnego 2 dla poziomu ufnosci 95% wy-
niesie: U(C))=C,-2-0,07=C, - 0,14.

Wykonanie oznaczen zawartosci steroli w probkach FAME

W pierwszej kolejnosci poddano badaniom probki wzor-
cowe FAME znanego pochodzenia, celem oznaczenia w nich
zawartosci steroli. Probki doprowadzono do temperatury
pokojowej, pdzniej doktadnie wymieszano, a nast¢pnie nawa-
zono po 100 mg do osobnych fiolek, po czym postgpowano
zgodnie z procedurg przygotowania probki do analizy. Tak
sporzadzong probke dozowano dwukrotnie do chromatografu
gazowego w ilosci 1 pl.

Na rysunku 6 przedstawiono chromatogram z analizy
steroli w probcee estrow metylowych kwasow thuszczowych
FAME pochodzacych z oleju rzepakowego, natomiast na
rysunku 7 zaprezentowano chromatogram z analizy steroli
w probce FAME pochodzacych z oleju sojowego. Z ko-
lei rysunek 8 przedstawia chromatogram z analizy steroli
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w probcee estrow metylowych kwasow ttuszczowych FAME
pochodzacych z thuszczu zwierzegcego.

Jak uwidoczniono na tych chromatogramach, estry me-
tylowe kwasow ttuszczowych pochodzacych z oleju rzepa-
kowego i oleju sojowego rdznig si¢ znacznie pomi¢dzy sobg
pod wzgledem obecnych w nich steroli oraz ich zawartosci.
Brassicasterol wystgpuje jedynie w oleju rzepakowym w zna-
czacych ilosciach, natomiast olej sojowy zawiera znaczne
ilo$ci stigmasterolu, praktycznie nieobecnego w oleju rzepa-
kowym. Na chromatogramie z analizy FAME pochodzgcego
z thuszczu zwierzecego widoczny jest jedynie pik cholesterolu
i wzorca wewngtrznego.

W nastepnej kolejnosci wykonano badania zawartosci
steroli w probkach handlowych FAME. Wykonano szereg
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podwojnych oznaczen dla archiwalnych, handlowych probek
estrow metylowych kwaséw thuszczowych FAME. Oznaczono
zawarto$¢ poszczegdlnych steroli, jako dodatkowsq informacje
podano sktad procentowy steroli, a otrzymane wyniki, wraz
z uzyskanymi dla zbadanych wczesniej wzorcowych FAME
z rzepaku i soi, przedstawiono w tablicy 9.

Wyniki procentowej zawarto$ci steroli pozwalajg na
identyfikacje¢ oleju roslinnego, z ktorego wytworzono FAME.
W kolumnach 2 i 3 podano sktad procentowy steroli dla
wzorcowych estrow metylowych kwasow ttuszczowych

wytworzonych z oleju rzepakowego 1 sojowego. Poniewaz
sktad charakteryzuje si¢ niewielkg zmiennos$cia, dodatek
oleju innego pochodzenia jest mozliwy do zaobserwowania
poprzez znaczng zmian¢ w sktadzie procentowym oznacza-
nych steroli.

Porownujac sktady badanych probek FAME, nalezy
stwierdzi¢, ze wszystkie badane probki handlowe FAME
wytworzono z rzepaku. W przypadku trzech przebadanych
probek FAME stwierdzono wprawdzie zwigkszong zawar-
to$¢ stigmasterolu, jednakze w przypadku zanieczyszczenia
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Tablica 9. Wyniki oznaczen zawartosci steroli w FAME

Brassicasterol 0,06 <0,01 0,05 0,06 0,05 0,05 0,04 0,05 0,06 0,06
Campesterol 0,12 0,06 0,12 0,13 0,11 0,11 0,10 0,11 0,14 0,15
Stigmasterol <0,01 0,06 <0,01 [<0,01 [<0,01 0,01 0,01 0,01 |<0,01 |<0,01
B-sitosterol 0,19 0,13 0,18 0,21 0,18 0,19 0,18 0,18 0,21 0,21
SUMA 0,36 0,25 0,35 0,40 0,35 0,36 0,33 0,35 0,41 0,42
Sktad procentowy steroli

Brassicasterol 15,20 - 15,24 14,92 14,85 14,10 12,59 14,35 15,36 13,67
Campesterol 33,41 24,38 33,60 33,69 32,68 30,78 30,00 31,34 33,09 36,66
Stigmasterol 0,38 22,34 - - - 2,71 3,66 2,76 - -

[3-sitosterol 51,01 53,29 51,15 51,38 52,47 52,41 53,76 51,55 51,05 49,68

probki estrami metylowymi kwasow ttuszczowych z oleju
sojowego powinien by¢ widoczny wzrost zawartos$ci cam-
pesterolu w sumie steroli na tle pozostatych sktadnikow
probek. W tym przypadku stwierdzono zmniejszenie jego
zawartosci, co wyklucza zanieczyszczenie badanych probek
estrami metylowymi kwasow thuszczowych z oleju sojowego.
W badanych prébkach nie stwierdzono obecnos$ci choleste-
rolu, nie stwierdzono zatem dodatku surowca zwierzgcego
do surowca roslinnego.

Niniejsza metodyka posiada duza przewagg nad innymi
metodami oceny typu surowca zastosowanego do produkcji
FAME, wykorzystujacymi oznaczenie sktadu kwasow thusz-
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czowych. Zapewnia mozliwo$¢ badania obecnosci steroli
charakterystycznych dla danego oleju lub ttuszczu, a takze
oceng sktadu steroli, ktory charakteryzuje si¢ niewielka
zmiennoscig dla kazdego z omawianych surowcéw do pro-
dukcji FAME. Metoda zapewnia zatem, poza typowa identy-
fikacja rodzaju wyj$ciowego oleju, mozliwo$¢ potwierdzenia
lub wykluczenia z duzg pewno$cig statystyczng przypadkow
zastosowania surowcoéw innego pochodzenia do produkcji
estrow metylowych kwasow ttuszczowych. Dzigki szybkosci
dziatania metodyke mozna wykorzysta¢ w badaniu procesow
wytwarzania biopaliw drugiej generacji, szczegdlnie z olejow
ro§linnych [5].



Podsumowanie

Opracowana metodyka moze by¢ wykorzystana do ozna-
czania zawartos$ci steroli w estrach metylowych kwasow
thuszczowych w probkach FAME. Przy uzyciu dost¢pnych
danych literaturowych o zawartos$ci steroli, lub stosujac
wlasne materialty wzorcowe, mozliwe jest uzyskanie in-
formacji o pochodzeniu surowca roslinnego, jak rowniez
stwierdzenie dodatku surowca zwierzecego do produktu
naftowego.

Dla przebadanych probek paliw handlowych typu czystych
estrow metylowych kwasow ttuszczowych, na podstawie
zidentyfikowanych steroli oraz ich sktadu, stwierdzono we
wszystkich przypadkach zastosowanie oleju rzepakowego
jako surowca do produkcji FAME. W przypadku badanych
probek nie wykryto obecnoéci cholesterolu, mogacego wska-

Prosimy cytowac jako: Nafta-Gaz 2013, nr 8, s. 632—645

zywaé na uzycie do produkcji FAME tluszczow pochodzenia
Zwierzecego.

Opisang metodyka mozna w sposob szybki i nieskom-
plikowany sprawdzi¢ sktad wolnych steroli dla dowolnego
oleju lub thuszczu, po przeprowadzeniu jego transestryfikacji
do FAME przed etapem przygotowania probki. Planowane
jest wykorzystanie metodyki do badania estrow metylo-
wych kwasow thuszczowych pochodzacych z fatszerstw, jak
i nieznanego pochodzenia. Dzi¢ki uzyskanej selektywnosci
metody, niniejsza metodyka, poza FAME, moga by¢ badane
produkty naftowe o zakresie temperatur wrzenia do 350°C,
bez koniecznosci ich wydzielania technikami chromatografii
elucyjnej, stad metoda umozliwia m.in. szybkie monitorowa-
nie zmian zachodzacych w biokomponentach paliw.

Artykut powstal na podstawie pracy statutowej, na zlecenie INIG/MNiSW; nr archiwalny DK-4100-37/12, nr zlecenia: 0017/TA/12.
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