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CWICZENIE 10

Ttuszcze

Ttuszcze (lipidy) sa to zwiagzki pochodzenia naturalnego, nierozpuszczalne w
wodzie, ale fatwo rozpuszczalne w organicznych rozpuszczalnikach niepolarnych
i stabo polarnych. Pelnia one rézne role biologiczne: modyfikujace biatka,
magazynujace duza ilos¢ energii, sygnalizacyjne, sktadniki bton biologicznych -
fosfolipidy, glikolipidy i cholesterol. Ttuszcze to triestry kwasow tluszczowych i
glicerolu (gliceryny). Kwasy tluszczowe sa monokarboksylowymi, alifatycznymi
kwasami o parzystej liczbie atoméw wegla w czasteczce. Zawieraja prosty
(nasycony lub nienasycony) taricuch weglowodorowy o parzystej liczbie atomow
wegla.

Ogolny wzor ttuszczow
Mydta to sole sodowe lub potasowe wyzszych kwaséw karboksylowych, gtéwnie
stearynowego i palmitynowego. Powstaja w wyniku reakcji odpowiednich kwasow
z wodorotlenkiem sodu albo potasu oraz w rezultacie zasadowej hydrolizy
ttuszczow.
Sterole sg alkoholowymi pochodnymi steranu. Sposrod steroli zwierzecych
najwazniejsze to cholesterol i lanosterol. Cholesterol to organiczny zwiazek
chemiczny, ktory znajduje si¢ we wszystkich komoérkach ssakow. Wchodzi w sktad
bton komorkowych i wewnatrzkomorkowych, w znacznych ilosciach wystepuje w
mozgu i tkance nerwowej. Stanowi substrat do syntezy wszystkich steroidow
wystepujacych w organizmie, takich jak kortykosteroidy, hormony pitciowe, kwasy
zolciowe i witamina D.
Liczby okreslajace przydatnos¢ spozywcza tluszczow to: liczba kwasowa, liczba
zmydlania, liczba jodowa, liczba Lea, liczba Reicherta — Meissla.
Liczba kwasowa (LK) jest to ilos¢ mg KOH (NaOH), potrzebna do zobojetnienia
wolnych kwaséw organicznych zawartych w 1 g ttuszczu. Oznaczanie liczby
kwasowej posiada znaczenie przy ocenie $wiezosci ttuszczéw jadalnych. Swieze
tluszcze charakteryzuja si¢ niskimi liczbami kwasowymi. Wysokie liczby kwasowe
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maja natomiast ttuszcze nieswieze, zjetczate, czesciowo zhydrolizowane, cechujace
sie¢ wysoka zawarto$cia wolnych kwaséw organicznych.

1. Rozdzial lipidow technika chromatografii cienkowarstwowej

Na plytke nanies¢ po 6 kropel chloroformowego roztworu glicerolu, kwasu
oleinowego, kwasu stearynowego i cholesterolu oraz roztworu badanego na linie
startu (okolo 3-4 cm od krawedzi plytki). Roztwory nanosic po kropli odparowujac
kazdorazowo rozpuszczalnik, aby osiagna¢ maksymalne stezenie substancji na
matej powierzchni. Do komory chromatograficznej wla¢ mieszanine
rozpuszczalnikdw stanowiaca faze rozwijajaca. Dno komory powinno by¢ pokryte
warstwg 0,5-1 cm fazy rozwijajacej. Pltytke umiesci¢ w komorze chromatograficznej
i rozwija¢ technika wstepujaca. Po dotarciu fazy ruchomej na wysokos¢ 2-3 cm
ponizej gornej krawedzi plytki, ptytke wyja¢ z komory i suszy¢ w strumieniu
powietrza przez okoto 15 minut. Nastepnie spryska¢ powierzchnie plytki
roztworem 50% H2SOs i ogrzewad w suszarce w temperaturze 200°C do ukazania
si¢ plam. Wywotany chromatogram opracowac rysujac obraz oraz obliczy¢ dla
kazdego naniesionego roztworu wspdtczynnik Rf wedtug wzoru:

_ droga, ktora przebyta badana substancja [cm]

droga, ktora przebyt uktad rozwijajacy [cm]

2. Sklad chemiczny tluszczéw prostych

a) Wykrywanie glicerolu (reakcja Wagenaara)

Umiesci¢ w 2 probowkach po kropli glicerolu i oleju roslinnego. Do kazdej dodac
1,5 ml 5% etanolowego roztworu NaOH i 0,29 ml roztworu siarczanu (VI) miedzi

(I0).

b) Wykazywanie kwasow tluszczowych reakcja zmydlania

Nalac¢ do probowki 1 ml oliwy (oleju) i 3 ml 20%NaOH. Wstawi¢ do wrzacej fazni

wodnej na 30 minut. Wytraca si¢ osad mydta. Czes¢ tego mydta przeniesc bagietka
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do czystej probowki i rozpusci¢ w wodzie destylowanej. Powinien powstac roztwor
koloidalny, ktdry opalizuje, a po wstrzasnigciu pieni si¢. Napisz reakcje zmydlania.
a) Wysalanie mydia
Wykonanie
Do 2 ml roztworu mydia z ¢wiczenia 2 doda¢ NaCl do catkowitego nasycenia
roztworu. Wypada osad wysolonego mydta. Odla¢ wode znad osadu i rozpusci¢
w wodzie.
b) Otrzymywanie mydla nierozpuszczalnego
Wykonanie
Do 2 ml roztworu mydia z ¢wiczenia 2 dodac¢ kroplami 1 N chlorku baru. Wytraci
sie osad. Sprawdz jego rozpuszczalno$¢ w wodzie.
e) Wykazanie kwasow tluszczowych nienasyconych
Do 3 ml chloroformowego roztworu oliwy (oleju), smalcu i margaryny doda¢
kroplami z zakraplacza roztworu Hiibla do trwalego Zzottego zabarwienia.
Porownac liczbe kropel zuzytych przez te thuszcze i wyciagnac wnioski co do ich

sktadu.

3. Oznaczanie liczby kwasowej (LK)

Wykonanie:

Do kolbki stozkowej o pojemnosci 250 ml odwazy¢ 2 g tluszczu, doda¢ 20 ml
rozpuszczalnika i delikatnie ogrzewac mieszajac do rozpuszczenia ttuszczu. Z
ostudzonej zawartosci kolbki pobrac do trzech kolbek po 5 ml roztworu. Do kazdej
kolbki doda¢ 3 krople wskaznika. Nastepnie miareczkowac¢ 0,1 M etanolowym
roztworem NaOH do utrzymujacej okoto minuty r6zowej barwy wskaznika.
Réwnolegle nalezy wykonac prébe kontrolna: miareczkowac 5 ml rozpuszczalnika

z 3 kroplami wskaznika.
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Obliczenia dokona¢ wg wzoru:

LK — 5611 x (a—b)
B 0,75 X c

a- liczba ml 0,1 N KOH zuzyta na miareczkowanie proby badanej,
b - liczba ml 0,1 N KOH zuzyta na miareczkowanie rozpuszczalnika
¢ —ilos¢ g thuszczu
0,75 —ilos¢ mg ttuszczu w 10 ml roztworu
5,611 — milirdwnowaznik KOH
4. Badania rozpuszczalnosci cholesterolu
Sprawdzi¢ rozpuszczalnos¢ cholesterolu w wodzie zimnej i cieplej, eterze,
alkoholu, acetonie i chloroformie.
5. Reakcje charakterystyczne na cholesterol

e Reakcja Liebermana — Burcharda
Do 1 ml chloroformowego roztworu ttuszczu dodac¢ 10 kropli bezwodnika kwasu
octowego, po czym ostroznie po sciankach proboéwki wprowadzi¢ 2 krople
stezonego kw. Siarkowego (VI).
Do drugiej suchej probéwki odmierzy¢ 1 ml chloroformowego roztworu
cholesterolu i dodac 10 kropli bezwodnika kwasu octowego oraz krople stezonego
kwasu siarkowego (VI).

e Reakcja Salkowskiego

Do 1 ml chloroformowego roztworu tluszczu doda¢ ok. 2 ml stezonego kwasu
siarkowego (VI).

Do 1 ml chloroformowego roztworu cholesterolu nala¢ ostroznie po $ciankach
probéwki 1 ml stezonego kwasu siarkowego (VI) tak, aby oba ptyny nie mieszaty

sie.
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Fosfolipidy

Fosfolipidy sa lipidami ztozonymi, ktére oprocz kwasow ttuszczowych i alkoholu
zawieraja reszte kwasu ortofosforowego (V). Gléwna rola fosfolipidéw jest budowa
bton komoérkowych. Lecytyny zaliczane sa do fosfolipidow, w ktdérych reszta
kwasu ortofosfowego (V) zestryfikowana jest choling. Lecytyna jest najobficiej
wystepujacym fosfolipidem w komorkach eukariotycznych, wystepuje takze w
zoltku jaja kurzego.

1. Lecytyna

a) Rozpuszczalnos¢ lecytyny

Do dwdch probowek przenies¢ po szczypcie lecytyny.

Do jednej z nich doda¢ 2 ml H20 i ogrzac¢ przez kilka sekund we wrzacej fazni
wodnej. Zaobserwowac metng zawiesine.

Do drugiej probéwki doda¢ 1 ml chloroformu i podobnie ogrzaé¢ w tazni wodne;j.
Lecytyna rozpuszcza si¢ w chloroformie. Dodac¢ 2 ml acetonu - wytraca sie osad
lecytyny.

2. Oznaczanie cholesterolu

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie stezenia cholesterolu catkowitego w probkach
ZyWnosci.

Cholesterol w obecnosci kwasu p-toluenosulfonowego, bezwodnika kwasu

octowego i kwasu siarkowego daje zielone zabarwienie.
Przygotowanie badanej probki: do 0,5 g badanej prébki zywnosci doda¢ 5 ml
etanolu. Roztwor przesaczy¢ przez bibule filtracyjna.
Przygotowanie roztworow do analizy
Przygotowac cztery probdwki i oznaczyc¢ je jako: 1) slepa proba, 2) wzorzec, 3) i 4)
probka badana (oznaczenie wykonujemy w dwdch powtdrzeniach).
Do probéwek (1-$lepa, 2-wzorzec) odmierzyc:
0,2 ml wody destylowanej oraz 0,2 ml kwasu octowego.
Do proboéwki (2-wzorzec)

— odmierzy¢ 0,2 ml wzorca cholesterolu.
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Do probowek (3 i 4-probka badana) odmierzy¢ 0,2 ml uprzednio przygotowanego
ekstraktu cholesterolu oraz 0,2 ml kwasu octowego (dygestorium).

UWAGA! Kolejne odczynniki dodawac¢ pod dygestorium !

Do wszystkich probowek dodac¢ po 1 ml kwasu p-toluenosulfonowego i po 3 ml
bezwodnika kwasu octowego (UWAGA na reakcje egzotermiczna).

Zawartos¢ probowek delikatnie zamiesza¢, pozostawi¢ do ochlodzenia do
temperatury pokojowe;.

Nastepnie do wszystkich probéwek dodac (ostroznie) 0,5 ml stezonego kwasu
siarkowego (VI) (pod digestorium). Zawartosci probowek delikatnie zamieszacd i

odstawic¢ na okoto 20 min.

Wykonanie oznaczen spektrofotometrycznych
Zmierzy¢ absorbancje roztwordw przy diugosci 550 nm wzgledem slepej proby.

Wykorzystujac metode poréwnania z pojedynczym wzorcem obliczy¢ zawartos¢
cholesterolu w analizowanej prébce. W obliczeniach przyja¢ addytywnosc

objetosci. Wynik prosze poda¢ w mg -100 g produktu.



