
Esp. 6: DETERMINAZIONE DEI FAME NELL’OLIO ALIMENTARE MEDIANTE TECNICA GC-FID

SCOPO DELL’ ESPERIENZA:

Determinazione degli acidi grassi nell'olio alimentare (dopo conversione ad esteri metilici - FAME - fatty acid methyl esters) tramite gascromatografia accoppiata a rivelatore a ionizzazione di fiamma. 
REAGENTI:

· Potassa metanolica 2N;
· Eptano per analisi in tracce;
· Miscela standard FAME Mix C8-C24 CRM 18918 Supelco;
APPARECCHIATURA:

Materiale corrente da laboratorio, in particolare:

· bilancia analitica;
· vial di vetro da 2 ml con tappo a vite munito di giunto PTFE;
· pipetta automatica (1 mL) e puntali;

· centrifuga;

· microsiringa da 2 μL per analisi gascromatografica;

· gascromatografo capillare dotato di colonna capillare in silice fusa (30 m × 0,25 mm di diametro interno) ricoperta di Cyanopropyl Polysilphenylene-siloxane la cui pellicola ha uno spessore di 0,25 μm (del tipo BPX70); gas carrier: elio;

· detector a ionizzazione di fiamma (FID) alimentato con gas idrogeno e aria e gas ausiliario azoto.
PROCEDIMENTO:

Si pesano all’interno di una vial 0,25 g di olio (bilancia analitica) da sciogliere con 1 ml di n-eptano, si agita per sciogliere il campione. Si aggiungono 0,5 ml di una soluzione metanolica di idrossido di potassio 2N. Si tappa la provetta e la si agita vigorosamente per 30 secondi, quindi si centrifuga per 1 minuto affinché la fase superiore diventi trasparente. La soluzione di n-eptano surnatante è pronta per l'iniezione nel gascromatografo. 

Il gascromatografo viene impostato come segue: l’iniettore è impostato ad una temperatura di 250°C in modalità split. Il flusso del carrier in testa alla colonna è impostato a 100 kPa. La rampa di temperatura per l'analisi è isotermica a 165°C per 5 minuti, in seguito portata a 240°C alla velocità di 5°C/min, mantenuta a 240°C per un minuto e portata da 240°C a 255°C alla velocità di 15°C/min. La temperatura del rivelatore è di 260 °C. 

Si preleva 1 μL della soluzione standard di FAME con l’apposita microsiringa e lo si inietta nello strumento facendo contemporaneamente partire il programma cromatografico sopracitato. Si verificano così i tempi di ritenzione dei quattordici FAME presenti nella miscela (v. tabella 1). Allo stesso modo si analizza la fase surnatante presente nella provetta in cui è stato trattato il campione d’olio incognito. 
Qualora si dovessero riscontrare picchi che non corrispondono ad alcun FAME della miscela standard valgono le seguenti regole:

-
il tempo di ritenzione aumenta all’aumentare del numero di atomi di carbonio;

-
gli esteri insaturi escono dopo i corrispondenti esteri saturi;

-
il tempo di ritenzione degli esteri insaturi aumenta all’aumentare del numero di in saturazioni;

-
gli esteri ramificati escono prima degli esteri lineari con uguale numero di atomi di carbonio.

Tabella 1. Composizione della miscela standard FAME Mix C8-C24 CRM 18918 Supelco.

	Num.
	Compound
	Name
	Declared  abundance
	Retention time (lab.)

	1
	c8
	methyl octanoate
	8%
	3,25

	2
	c10
	methyl decanoate
	8%
	3,62

	3
	c12
	methyl dodecanoate
	8%
	4,46

	4
	c14
	methyl myristate
	8%
	6,09

	5
	c16
	methyl palmitate
	11%
	8,51

	6
	c16:1
	methyl palmitoleate
	5%
	9,09

	7
	c18
	methyl stearate
	8%
	11,38

	8
	c18:1
	methyl oleate
	5%
	11,89

	9
	c18:2
	methyl linoleate
	5%
	12,79

	10
	c20
	methyl arachidate
	8%
	13,88

	11
	c18:3
	methyl linolenate
	5%
	14,29

	12
	c22
	methyl behenate
	8%
	17,02

	13
	c22:1
	methyl erucate
	5%
	17,58

	14
	c24
	methyl lignocerate
	8%
	19,54



Il solvente (eptano) esce dalla colonna a 2.80 min.
ESPRESSIONE DEI RISULTATI
In base al cromatogramma dello standard e alla sua composizione percentuale dichiarata (v. tabella 1) si calcolano i fattori di risposta Fc per ognuno degli analiti, come segue:

Fci = (mi ×ΣA) / (Ai ×Σm)

dove:

mi = massa del FAME i-esimo nella miscela di riferimento

Σm = somma delle masse dei FAME nella miscela di riferimento

Ai = area del FAME i-esimo nel cromatogramma della miscela di riferimento

ΣA = somma delle aree dei FAME nel cromatogramma della miscela di riferimento

Quindi, per il campione, la percentuale in massa di ogni FAME si calcola come segue:

wi = (Fci ×Ai) /Σ(Fci ×Ai)*100
I risultati vanno espressi con due cifre decimali.

