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Streszczenie

Zawartos¢ SFC w probkach tluszczowych jest wartoscia dynamiczng, zmienng w czasie,
zalezng od temperatury pomiaru i historii probki oraz wielu innych czynnikéw, a w zwiazku
z tym uzyskanie certyfikowanych probek wzorcowych, badz trwatych materiatow odniesienia,
czy tez ilosciowe fortyfikowanie materiatlu analitycznego ,,fabrycznymi wzorcami”
uniemozliwia okreslenie takich parametrow walidacyjnych, jak obcigzenie oraz odzysk
metody. Postugujac si¢ standardem [PN-EN ISO 8292: 1999], wystarczajace byto
potwierdzenie spetnienia warunkéw metody i poréwnanie ich z wymaganiami normy. Taka
niepetna walidacja jest tez zgodna z postanowieniami normy PN-EN ISO/IEC 17025 [2001]
i do jej przeprowadzenia mogt postuzyé sporzadzony we wiasnym zakresie wzorzec probki
tluszczow.

Producent - poza wzorcami kalibracyjnymi, ani tez zaden inny osrodek, nie rozprowadza
certyfikowanych materialow wzorcowych — stad do celéw walidacji i sprawdzania
poprawnosci  wynikow  wytypowano wiasny materiat wewngtrznego odniesienia:
uwodorniony olej rzepakowy o tt 36°C, przechowywany w matych porcjach (10 ml)
w zamrazarce (ok. 20 °C).

Dla potrzeb walidacji i szacowania niepewnosci wynikéw pomiarow z 6 lat (2005- 2010)

postuzono sie programem komputerowym ProWL-3 [PROLAB 2002].

Stowa kluczowe: faza stala, NMR, material odniesienia, uwodorniony olej rzepakowy,

niepetna walidacja
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USEFULNESS OF SELECTED FAT MATRIX AS REFERENCE SAMPLE
IN EXAMINATION OF SOLID FAT CONTENT BY NMR METHOD

Summary

The SFC content in fat samples is dynamic value, changeable in the time, dependent from
tempering and history of sample and many different factors, so receiving of the certified
referenced samples or fortification by factory standards is impossible. Hence determining
of the proper parameters of validation such as “load” and “regain” of the method is not easy.
On the base of the European Standards in form of EN 1SO 8292 [1999], the incomplete
validation was realized by the comparison the intention of this standard.

This kind of validation is compatible with PN-EN ISO/IEC 17025 [2001] too, and allows
to select own reference material; in our laboratory — the hydrogenated rapeseed oil of 36°C
melting point, in the portions of 10 ml and stored in the freezer about -20°C - was taken.

The results obtained between 2005-2010 were calculated with ProWL-3 computer
programmme [PROLAB 2002].

Key words: solid fat content, NMR, certified referenced material, hydrogenated rapeseed oil,

incomplete validation

WPROWADZENIE

Ocena zjawiska krystalizacji tluszczow za pomoca pomiaru zawartosci fazy statej (ang.
Solid Fat Content - SFC) jest waznym czynnikiem analizy w laboratoriach przemystu
tluszczowego [Chapman, Richards, Yorke 1960, Ghotra, Dyal, Narine 2002, El Khaloui,
Rutledge, Ducauze 2006]. Temu celowi stuzy dobrze poznana metoda oznaczania SFC
w olejach i tiuszczach roslinnych oraz zwierzecych z zastosowaniem niskorozdzielczego
pulsacyjnego magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. Nuclear Magnetic Resonance -
NMR) [Van Putte, Van den Enden 1974, Czajkowski 1995, Van Putte 2003, Pawlowicz
2003a,b]. Okreslenie zawartosci SFC w roznorodnych rodzajach tluszczow utatwia
oszacowanie ich jakosci i przydatnosci, migdzy innymi do celow technologicznych
[Ropelewska, Ptasznik, Jerzewska 2004].

Analitycznym narzegdziem, umozliwiajgcym realizacj¢ mierzenia sygnatu magnetycznego
pochodzacego od protonéw z fazy stalej i cieklej tluszczu z automatycznym wyliczeniem oraz

wyswietleniem zawartosci fazy statej w probie tluszczu - sa r6znego typu spektrometry NMR.
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Prezentowana publikacja nawigzuje do weczesniejszego artykutu [Jerzewska 2006].
W wymiarze praktycznym szukano potwierdzenia przydatnosci normalizowanej na
przestrzeni lat metody oznaczania SFC [IUPAC Méthod 2.150:1979, AOCS Cd 16-81:1983,
ISO 8992:1991, AOCS Cd 16b-93:1997, PN-EN ISO 8292:1999, ISO TC 34/SC 11 N
943:2006,], a takze ostatnio znowelizowanego standardu [PN-EN ISO 8292-1:2010] — do
stosowania w warunkach instytutowego laboratorium na niskorozdzielczym pulsacyjnym
spektrometrze NMR ,,Minispec mq20” firmy Bruker.

Uwaza sig, iz zawartos¢ SFC w probkach tluszczowych jest wartoscia dynamiczna,
zmienng W czasie, zalezng od temperatury pomiaru i historii probki oraz wielu innych
czynnikow, a w zwigzku z tym uzyskanie certyfikowanych probek wzorcowych, badz
trwatych materiatow odniesienia, czy tez ilosciowe fortyfikowanie materiatu analitycznego
,.fabrycznymi wzorcami” nie jest mozliwe [Herrera, de Leon Gatti, Hartel 1999, Materiaty
Bruker Optik GMBH 2002, Keeler 2005]. Dlatego tez nie daje si¢ jednoznacznie okresli¢
istotnych dla procesu wiasciwej walidacji takich parametrow, jak obcigzenie oraz odzysk
metody [Cozel-Kasperek 2005], a w konsekwencji laboratoria nie uczestniczg w badaniach
migdzylaboratoryjnych. Poniewaz jednak metoda jest od wielu lat znormalizowana —
w naszym przypadku, postugujac si¢ normag PN-EN 1SO 8292 [1999], wystarczajace byto
potwierdzenie spetnienia warunkow metody i poréwnanie ich z wymaganiami normy
[Pastawski 2006]. Taka niepetna walidacja jest tez zgodna z postanowieniami normy PN-EN
ISO/IEC 17025 [2001] i do jej przeprowadzenia mogt postuzy¢ sporzadzony we wiasnym
zakresie wzorzec probki ttuszczow.

Dla potrzeb walidacji i szacowania niepewnosci wynikéw pomiaréw postuzono sie
programem komputerowym ProwL-3 [PROLAB 2002, 2003].

MATERIAL | METODY BADAN
Istotnym elementem pracy aparatu i samej analizy sg certyfikowane wzorce

charakteryzujace stosunek fazy cieklej do stalej oraz zawierajace ciekly olej mineralny
z roznym dodatkiem fazy statej w postaci przezroczystego polimeru polimetylmetakrylatu
[Bruker Optik GMBH, 2006, minispec Calibration Samples — Certificate issued for IPMIT,
Warszawa].

,Minispec mg20”, skalibrowany za pomoca certyfikowanych standardow bedzie zawsze
wykazywa¢ prawidlowa wartos¢ SFC, pod warunkiem, ze probki wzorcow sa
rekomendowane przez producenta zgodnie z oficjalng metoda oznaczania SFC. W praktyce,

skalibrowanie aparatu przed przystgpieniem do pracy dokonuje si¢ 3-ma wzorcami,
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z okreslong zawartoscig fazy statej, nie ulegajaca zmianie podczas pomiaru w catym
wybranym zakresie temperatur i ksztaltujgca si¢ na poziomie bliskim 0%, okoto 30% oraz
okoto 70%. Gwarantowana waznos¢ wzorcow fabrycznych, potwierdzajacych sprawnosé
techniczng aparatu, wynosi 2 lata 1 po tym czasie powinny by¢ zrekalibrowane przez
dostawce lub wymienione na nowe.

Poniewaz producent poza wzorcami kalibracyjnymi, ani tez zaden inny osrodek, nie
rozprowadza certyfikowanych materiatow wzorcowych — do celéw walidacji i sprawdzania
poprawnosci wynikéow w roku 2005, sposrod wczesniej badanych matryc [Jerzewska 2006]
wytypowano wilasny materiat wewnetrznego odniesienia - uwodorniony olej rzepakowy
0 temperaturze topnienia (tt) 36°C, przechowywany w matych porcjach (10 ml) w zamrazarce
(ok. 20 °C). Procedure analityczng prowadzono wg PN-EN 1SO 8292 [1999]. Sprawdzanie
zawartosci SFC w powyzszych probkach odbywato si¢ co najmniej raz na pot roku i przed

badaniem prob nadestanych przez zleceniodawcow zewnetrznych.

WYNIKI

Jednym z podstawowych warunkéw uzyskania certyfikatu na dang metode jest
uczestnictwo w badaniach walidacyjnych na materiatach certyfikowanych, badz w przypadku
ich braku - odpowiednich materiatach odniesienia. Sprawdzeniu tej mozliwosci postuzyty
zaprezentowane badania, w ktorych starano si¢ okreslic przydatnos¢ 1 trwalosc
wytypowanego wzorca.

Obiektywnym potwierdzeniem spetnienia wymogoéw metody analitycznej w rozumieniu
pojecia walidacji jest dokladnos¢ pomiaru, czyli precyzja wyrazana przez powtarzalnosé
i odtwarzalno$¢ metody (precyzja posrednia). Obie te wartosci wplywaja na wielkosé
niepewnosci pomiaru, ktorag mozna zdefiniowac jako ceche charakteryzujaca rozrzut wartosci.
W przypadku przeprowadzanej przez nas niepetnej walidacji, bez mozliwosci sprawdzenia
obcigzenia oraz odzysku metody — uzyskujemy tzw. niepewnos¢ rozszerzong (U)
[Cozel-Kasperek 2005, Pastawski 2006].

Wyniki walidacyjne osiagnicte w roku 2005, [Jerzewska 2006], zgodne z powyzszym

stwierdzeniem — dla przypomnienia przedstawia Rysunek 1 i Tabela 1.
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Rysunek. 1. Histogramy statystyki Mandel'a uzyskane w badaniach walidacyjnych IPMiT
(2005) w cyklu - 6 dni/7 poziomow temperatur - dla probki uwodornionego rzepaku
36°C: A - statystyka h (dla srednich) i B - statystyka k (dla odchylenia
standardowego) [PROLAB 2002, 2003].

Mandel s histogrammes of validation obtained in IPMiT (2005) in cycle - 6 days/7
levels of temperatures — for hardened rapeseed oil of 36°C: A - h statistics (for
means) and B - k statistics (for standard deviation) [PROLAB 2002, 2003].

Przedstawione histogramy ilustrujg wybrane parametry precyzji metody (wartosci
sredniej zawartosci SFC ,,A” i odchylenie standardowe ,,B”) dla wytypowanej matrycy
tluszczowej, ktore w 6-cio dniowym cyklu pomiarowym nie wykazaty istotnych réznic
w sredniej zawartosci SFC. Wahania zawartosci SFC w poszczegoélnych temperaturach
(w postaci ,,stupkow”) widoczne na histogramie A i B nie powodowaly przekroczen

przedziatow ufnosci (linie zewnetrzne histograméw).
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Tabela 1. Zbiorcze wyniki oceny statystycznej zawartosci SFC w przeprowadzonych
badaniach walidacyjnych w IPMIT w roku 2005 (metoda bezposrednia, typ
temperowania szeregowy, W roznych temperaturach [°C]) dla rzepaku
utwardzonego 36°C (zwykla procedura wstgpnej obrobki cieplnej jak dla
wigkszosci olejow i tluszczow roslinnych i zwierzecych).

Comprehensive results of statistical estimation of SFC of validation obtained in
IPMIT in 2005y. (direct method, series type of tempering, in different temperatures
[‘C]) for hardened rapeseed oil of 36°C (common procedure of initial treatment

for animal and vegetable fats).

Sktadowe precyzji metody 10° 15° 20° 25° 30° 35° 40°
Component of precision method

Liczba przeprowadzonych oznaczen 12 12 12 12 12 12 12
Number of estimations

Srednia ogolna, m, % 81,27 71,88 |55,20 |35,63 14,33 (3,55 |0,17

Mean, m, %

Odchylenie standardowe powtarzalnosci, sr | 0,125 0,053 |0,064 |0,176 0,143 0,129 (0,134
Standard deviation of repeatability, sr
Granice powtarzalnosci, r 0,349 0,150 |0,180 |0,492 0,401 (0,334 |0,375
Limits of repeatability, r
Wspotczynnik zmiennosci powtarzalnosci, % | 0,153 0,075 |0,116 |0,493 0,999 (3,37 |17,2
sr

Coefficient of repeatability variation, % sr

Odchylenie standardowe odtwarzalnosci, SR | 0,125 0,054 |0,064 |0,176 0,174 0,192 (0,134
Standard deviation of reproduceability, SR
Granice odtwarzalnosci, R 0,349 0,151 |0,180 |0,492 0,487 |0,537 [0,375
Limits of reproduceability, R
Wspotczynnik zmiennosci odtwarzalnosci, % | 0,153 0,075 |0,116 |0,493 1,21 |540 |17.2
SR

Coefficient of reproduceability variation, %
R

Niepewnos¢ rozszerzona U,% 0,25 0,11 0,13 0,36 0,35 0,39 0,27
Uncertainty spreaded U, %

Wyniki zbiorcze statystycznej analizy badanego materiatu (Tabela 1) odniesione do
rozrzutu wartosci dla catego zakresu SFC, mierzonego rozszerzona niepewnoscia U — nie
przekroczyty danych zamieszczonych w normie PN-EN 1SO 8292 [1999], dajac podstawy do
uznania prawidtowosci przebiegu walidacji w roku 2005. Spetniaja one tym samym zalecenia
z Tabeli 2, gdzie zacytowano parametry oceny statystycznej z badan miedzylaboratoryjnych,

podanych w powyzszej normie oryginalnej.
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Tabela 2. Ocena statystyczna wynikow badan migdzylaboratoryjnych (dane z oryginalnej
normy PN-EN ISO 8292: wrzesien 1999, rozdz. 11.2).
Statistical estimation of interlaboratorial tests (data from original standard PN-
EN ISO 8292: September 1999, ch. 11.2).

Zawartosc fazy statej Powtarzalnos¢/Repeatability | Odtwarzalnos¢/Reproduceability
% (m/m) Bezwzgledna Wzgledna Bezwzgledna Wzgledna
Solid Fat Content % % % %
Absolute Relative Absolute Relative
10 1,0 10 1,8 18
30 1,3 4,3 2,8 9,3
50 1,6 3,2 3,8 7,6
60 1,8 2,7 4,8 6,9

Uwaga — tluszczami uzytymi w badaniach miedzylaboratoryjnych byly: olej rybi, olej
palmowy, smalec i margaryna. Zaden z tych tluszczéw nie wykazywat polimorfizmu.
Attention — the used fats in interlaboratory tests were: fish oil, palm oil, lard and margarine.
None of these fats did not show the polymorphism.

Przyjmujac, iz powtarzalnos¢ wzgledna (btad wzgledny), czyli odchylenie standardowe
powtarzalnosci sr oraz odtwarzalnos¢ (czyli odchylenie standardowe odtwarzalnosci sR),
ktora odpowiada wartosci niepewnosci rozszerzonej (czyli podwojnemu  biedowi
bezwzglednemu) - mozna stwierdzi¢, iz powtarzalnos¢ oraz odtwarzalnos¢ (precyzja
posrednia) uzyskane w badaniach walidacyjnych sg zgodne  z omawiang normga [Pastawski
2006].

Podobnie, stosujac powyzsze kryteria z Tabeli 2 (dane z normy PN-EN 1SO 8292:1999)
mozna zinterpretowa¢ wyniki analiz SFC na wybranej matrycy dokonanych w kolejnych
latach.
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Tabela 3. Szacowanie niepewnosci dla materiatu wewngtrznego wg normy PN EN-1SO 8292
na podstawie 2-ch okresow badan SFC: 6.02.2008 i 27.06.2008 dla zakresu > 50%
i > 60%.
Estimation of uncertainty for internal material according to PN EN-ISO 8292
standard on the base of two seasons of SFC analysis: 6.02.2008 and 27.06.2008

for range > 50% and > 60%.

Zawartos¢ fazy statej (SFC) w wytypowanym
uwodornionym oleju rzepakowym (tt 36°C).
SFC content in selected hardened rapeseed oil (36°C).
Nr oznaczenia >50% SFC > 60% SFC
No estimation
1. 55,3 77,9
2. 55,2 77,8
3. 50,8 78,1
4. 51,8 78,3
Suma
Total 213,1 312,0
Srednia
Mean 53,285 78,1
Btad bezwzgledny
Absolute error 2,8 0,4
Niepewnos¢ U
Uncertainty U 5,6 0,7
Zgodnos¢ z norma | zgodne (U=7,6%) | zgodne (U=6,9%)
Conformity conform conform

Wyniki niepewnosci U prezentowane w Tabeli 3, uzyskane z dwoch niezaleznych badan
wlasnego materiatu odniesienia dla zawartosci 50% i 60% SFC na przestrzeni roku 2008 sa
tego potwierdzeniem (ostatnia kolumna Tabeli 2). Wynosza one odpowiednio 5,6% dla
zawartosci okoto 50% SFC (w normie nie powinny przekracza¢ 7,6%) oraz 0,7%
w przypadku zawartosci SFC wyzszej od 60% — co przy wartosci z cytowanej normy, rownej
6,9% jest bardzo dobrym wynikiem.

W zwigzku z powyzszym przygotowany materiat odniesienia w postaci probek
uwodornionego oleju rzepakowego o tt rownej 36°C okazat si¢ na tyle wartosciowym
wzorcem wewngtrznym, iz jego dalsze testowanie w badaniach laboratoryjnych na aparacie

NMR byto jak najbardziej celowe.
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Dowodem tego sa zbiorcze dane zamieszczone w Tabeli 4, dotyczace wynikow z lat
2006-2010. Wartos¢ sredniej ogolnej zawartosci SFC liczona dla tak diugiego okresu badan
tego materiatu ciagle spemniata zalecenia przewidziane normg PN-EN 1SO 8292 [1999] pod
postacig niepewnosci U. Przy czym — im nizsza jest zawartos¢ fazy stalej wywolana
podwyzszaniem temperatury, czyli zjawiskiem topienia si¢ tiluszczu, tym wartos¢
niepewnosci staje sie nizsza i kryteria przewidziane normg sa lepiej spetnione (ostatnia
kolumna Tabeli 2). Swiadczy to o duzej stabilnosci budowy krystalicznej uzytego ttuszczu,
ktory przechowywany w odpowiednio niskich warunkach temperaturowych dobrze spetnia

role wewnetrznego materiatu odniesienia w badaniach zmian zawartosci SFC.

Tabela 4. Wyniki porownawcze materialu wewnetrznego odniesienia z lat 2006-2010.
Odtwarzalnos¢ (dane z 7-miu analiz z réznych dni na przestrzeni 5ciu lat w 2-ch
powtorzeniach dla 8-miu pozioméw temperatury).

Comparative results of internal material from 2006-2010 ys. Reproduceability
(data from 7 analysis’ from different days by 5 years in two repetitions for 8 levels
of temperature).

Wartosci sredniej ogolnej
Value of total mean
Temp. pomiaru, | Zawart. fazy Niepewnosé¢
°C Temp.of statej, wyniku U
meas. ‘C (%) Uncertainty U
SFC content
n=8
10 77,60 5,2
15 67,50 8,5
20 51,67 7,8
25 32,18 8,0
30 14,72 0,94
35 4,07 1,7
40 1,02 0,97
45 0,30 0,62

W powigzaniu z Tabelg 4 zamieszczono wycinkowe dane z programu liczacego ProwL-3
[Prolab 2002] w postaci sktadowych precyzji metody dla badanego materialu odniesienia —
rubryki Tabeli 5. Wykorzystano tu wybrane elementy z eksperymentu walidacyjnego, jaki na

podstawie wiasnych wprowadzonych danych drukuje ten program.
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Tabela 5. Wybrane elementy sprawozdania z eksperymentu walidacyjnego (ProWL-3)
zawartosci fazy stalej metoda NMR dla porownania wewnetrznego materiatu
odniesienia z 5ciu lat (2006-2010).

Selected elements of validation experiment (Prowl-3) of SFC content by NMR

method for interial material by 5 years of estimation (2006-2010).

Lista serii Liczba pozioméw 8 - Liczba

(kolejne dni) temperatura [°C] powtorzen

List of days Number of levels 8- Number of
temperature [“C] repetitions

1 dzien/day 14.09.06
2 dzien/ day 19.12.06
3 dzien/ day 6.02. 08
4 dzien/ day 27.06.08 |  10,15,20,25,30,35, 2
5 dzien/ day 24.04.09 40,45
6 dzien/ day 9.02.10a
7 dzien/ day 9.02.10b

Poziom (temp.°C) | 10. 15. 20 25. 30.
Level (temp.)
Poziom (temp.°C) | 35. 40. 45,
Level (temp.)
Srednia ogolna (m) | 77.603 67.502 51.671 32.187 14,722
Total mean (m)
Srednia ogolna (m) | 4.069 1.015 0.301
Total mean (m)

Precyzja/Precision
Odchylenia standardowe powtarzalnosci (sr), granica powtarzalnosci (r) i wspotczynnik zmiennosci (%osr):
Standard deviation of repeatability (sr), limit of repeatability ( r) and coefficient of repeatab. variation(%s

sr | 0.796 2.337 0.797 0.657 | 0.348
sr | 0.196 0.396 0.212
ri2.230 6.544 2.231 1.838 | 0.975
r| 0.549 1.110 0.592
%sr | 1.03 3.46 1.54 2.04 | 2.37
%sr | 4.82 39.1 70.2

Odchylenie standardowe odtwarzalnos¢ (sl), granica precyzji posredniej (1) i wspotczynnik zmiennosci (%s
Standard deviation of reproduceability (sl), limit of indirect reproduceab. (I) and coeff. of reproduc. var.( 9

sl | 2.592 4.250 3.885 3.982 | 0.469
sl | 0.831 0.484 0.310
|| 7.258 11.899 10.877 11.149 | 1.314
I | 2.326 1.355 0.867
%sl | 3.34 6.30 7.52 12.4 | 3.19
%sl | 20.4 47.7 103

Niepewnos¢ pomiaru/ Uncertainty of measurement
Rozszerzona (U) niepewnos¢ pomiaru/ Uncertainty spreaded (U)
(dla wspotczynnika rozszerzenia k=2 i liczby usrednianych powtorzen rownej 1)

UJs5.2 8.5 7.8 8.0 [ 0.94

uj|l7 0.97 0.62
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W sytuacji, gdy zaden z europejskich osrodkow rozprowadzajacych certyfikowane
materiaty nie oferuje wzorcow dla oznaczen SFC - dysponowanie wiasng matryca spetniajaca
takie zadanie, pozwala udokumentowa¢ mozliwosci aparaturowe i kompetencje techniczne
laboratorium. Przeprowadzone badania w petni potwierdzity uzytecznos¢ wytypowanego
materialu  wewngtrznego odniesienia w postaci uwodornionego oleju rzepakowego
0 temperaturze topnienia 36°C do wykonywania akredytowanych analiz w zakresie oznaczen
zawartosci fazy statej w olejach i tluszczach metoda NMR.

WNIOSKI
e Sposob przygotowania materiatlu odniesienia i wybrane parametry przeprowadzenia

eksperymentu niepetnej walidacji metody speiniajg wymagania normy PN-EN ISO
8292:1999 oraz PN-EN ISO/IEC 17025:2001.

e Okreslong w pracy precyzje i niepewnos¢ wynikow nalezy uzna¢ za zadawalajaca
i spelniajaca wymagania normy PN-EN ISO 8292, a sama metoda jest bardzo dobrym
narzgdziem pracy przy oznaczaniu SFC.

e Zastosowanie programu komputerowego ProWL-3 do przeprowadzenia testow
statystycznych utatwito ocene wynikow procesu walidacyjnego metody.

e Wybrany do badan uwodorniony olej rzepakowy o tt 36°C dobrze spetnia zadanie jako
wewnetrzny materiat odniesienia. Przechowywany w matych porcjach (10 ml)
w zamrazarce (ok. 20°C) juz od 6 lat zapewnia poprawne wyniki walidacji metody
oznaczania zawartosci fazy statej wedtug europejskiego standardu.

e Calosciowe wyniki przeprowadzenia eksperymentu walidacyjnego oznaczania zawartosci
fazy statej metoda NMR byty podstawa do uzyskania statusu metody akredytowanej przez
PCA (AB 553) i jej kolejnych weryfikacji przy stosowaniu w Laboratorium Zywnosci i
Srodowiska OTMIT IBPRS.
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