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Celem ¢wiczenia 1 jest wykonanie analizy profilu kwaséw tluszczowych z z6ttka jajka
kurzego przy zastosowaniu dwoch metod:

1. Ekstrakcja lipidow metoda Folcha i nastepnie zasadowa transestryfikacja,

2. Bezposrednia zasadowa transestryfikacja lipidow bez wczes$niejszej ekstrakcji z probki.
oraz

Celem ¢wiczenia 2 jest wykonanie analizy jako$ciowej terpendéw z owocoOw cytrusowych
(pomaranczy, mandarynki lub cytryny) lub analiza olejku eterycznego.

Zostang zastosowane dwie metody przygotowania probek:

1. Ekstrakcja heksanem (probka I),

2. Destylacja z parg wodna (probka II),

oraz przygotowany do analiz zostanie olejek eteryczny (probka III).

Harmonogram:

Pierwszy dzien — przygotowanie probek
Drugi dzien - analiza GC i/lub analiza GC/MS
Trzeci dzien — interpretacja wynikow

Czwarty dzien - kolokwium



Cwiczenie 1 — przygotowanie prébek

Uwaga: Szkto laboratoryjne (pipety, cylindry, lejki) uzywane jedynie do czystych lotnych
rozpuszczalnikow organicznych po wysuszeniu jest nadal czyste. Szkto laboratoryjne uzywane
do probki lipidow nalezy po zakonczeniu analiz doktadnie umyé w roztworze detergentu,
doktadnie wyptukac i wysuszy¢. Prosze podpisywac szkto laboratoryjne pisakiem do szkta, aby
zapobiec ewentualnym pomytkom. Bloczek grzejny nalezy wczesniej (na poczqtku wykonywania
¢wiczenia) ustawic oraz ustabilizowac temperature 50 °C (ustawienie pokretta na regulatorze
mocy pomiedzy 0 a 1).

1. Ekstrakcja lipidow z zoltka jajka kurzego metoda Folcha

Odwazy¢ okoto 20 mg liofilizatu zo6ttka z doktadnoscia do 0,1 mg 1 zanotowaé mase probki.
Przenie$¢ ilosciowo probke do probowki szklanej o obj. 25 ml z dopasowanym korkiem. Do
proboéwki odmierzy¢ 20 ml roztworu chloroform-metanol (2:1), nastgpnie doda¢ 0,2 ml
roztworu wzorca wewnetrznego - n-dokozanu o stezeniu ¢ = 10 mg/ml i zawarto$¢ wymieszaé
poprzez intensywne wstrzgsanie a nastgpnie mieszanie przy uzyciu Vortexu (3 min).
Ekstrahowa¢ probke w ciggu 15 min na tazni ultradzwigkowej w temp. pokojowej a nastepnie
powtornie wymiesza¢ (3 min) i ponownie ekstrahowaé (15 min). Probowke do tazni
ultradzwickowej nalezy wstawi¢ w napelnionym woda szklanym cylindrze. Do probowki
odmierzy¢ 4 ml 0,9% roztworu NaCl, zawarto§¢ wymieszaé¢ poprzez intensywne wstrzasanie
(3 min) a nastepnie pozostawi¢ do catkowitego rozdzielenia si¢ warstw. Za pomocg pipety o
obj. 5 ml nalezy ostroznie catkowicie usungé¢ warstw¢ wodng (goérng). Dolng warstwe
chloroformowo-metanolowg zawierajacg wyekstrahowane lipidy nalezy wysuszy¢ za pomoca
bezwodnego siarczanu sodu, przesaczy¢ 1 wprowadzi¢ do kolbki. Ekstrakt nalezy odparowac
do sucha za pomocg wyparki obrotowej w temp. nieprzekraczajacej 40 °C.

Potrzebne szkio i odczynniki:

roztwor chloroform-metanol (2:1) (150 ml),

0,9% wodny roztwor NaCl (250 ml),

maly stoik szklany,

bagietka szklana,

pipeta Pasteura,

pompka do pipet,

2 cylindry szklane o obj. 10 ml oraz 2 dopasowane do nich mate lejki,
probowka szklana o obj. 25 ml zamykana plastikowym korkiem,
cylinder szklany,

pipeta o obj. 5 ml (o srednicy zew. mniejszej niz srednica wew. probowki),
kolbka z dnem konicznym o obj. 50 ml z korkiem szklanym,

sredni lejek pasujgcy do kolbki,

pisak do szkia,

roztwor wzorca wewnetrznego n-dokozanu w heksanie ¢ = 10 mg/ml.

2. Transestryfikacja probki lipidow

Uwaga: Reakcja z uzyciem roztworu metanolanu sodu wymaga bezwodnych warunkow, co
oznacza, ze nalezy przechowywac go w zakreconym naczyniu i szybko pobierac idealnie suchg
pipetq, rowniez probka lipidow musi by¢ sucha. NaleZy pamietac, ze po otworzeniu naczynia
roztwor chionie wilgo¢ z powietrza.



Probke wydzielonych lipidéw (o masie do 50 mg), rozpuszczonych w 1 ml toluenu, nalezy
przenie$¢ do prébowki o obj. 15 ml zamykanej plastikowym korkiem. Do probki dodaé za
pomoca suchej pipety 2 ml roztworu 0,5 M metanolanu sodu w bezwodnym metanolu. Roztwor
nalezy ogrzewa¢ w bloczku grzejnym w temperaturze 50 °C w ciggu 10 min. Po zakonczeniu
reakcji transestryfikacji probke nalezy ochtodzi¢, doda¢ 5 ml 2% wodnego roztworu kwasu
octowego 1 intensywnie wymieszaé. Po zobojetnieniu probki nalezy wyekstrahowaé uzyskane
estry metylowe kwasow thuszczowych poprzez intensywng ekstrakcje heksanem (5 ml) z fazy
metanolowo-wodnej uzywajac pipety do ostroznego wydzielenia warstwy heksanowej (goérnej)
po rozdzieleniu si¢ warstw. Nalezy pobra¢ jedynie warstwe gorng nie naruszajac warstwy
dolnej; w razie trudno$ci mozna zostawi¢ odrobine warstwy gornej w probowce ze wzgledu na
to, ze do analizy iloSciowej zastosowano wzorzec wewnetrzny dodany na poczatkowym etapie
procedury wyodrebniania i spochadniania probki. Ekstrakcj¢ nalezy powtdrzy¢ (5 ml heksanu).
Potaczone ekstrakty heksanowe nalezy wysuszy¢ za pomocg bezwodnego siarczanu sodu,
przesaczy¢ 1 zatezy¢ na wyparce obrotowej do objetosci okoto 1 ml.

Potrzebne szkio i odczynniki:

2 probowki szklane o obj. 15 ml zamykana plastikowym korkiem,

2 pipety o obj. 5 ml ( o Srednicy zew. mniejszej niz Srednica wew. probowki),
pipeta o obj. 5 ml,

pompka do pipet,

2 kolbki z dnem konicznym o obj. 50 ml z korkiem szklanym,

2 srednie lejki do przesqczenia ekstraktu heksanowego pasujgce do kolbki
2 cylindry szklane o obj. 10 ml oraz 2 dopasowane do nich mate lejki

tyzka,

reduktor pasujgcy do kolbki

0,5 M roztwor metanolanu sodu w metanolu (wykonany poprzez rozpuszczenie 1,4 g sodu w 50
ml bezwodnego metanolu)

2% wodny roztwor kwasu octowego (100 ml)

heksan destylowany (50 ml)

toluen destylowany (50 ml)

bezwodny siarczan sodu,

sqczki

3. Bezposrednia transestryfikacja lipidow

Zwazy¢ zakrecane szklane naczynko o objetosci 4 ml z doktadnoscig do 0,1 mg. Wprowadzi¢
do naczynka okoto 20 mg zo6ttka. Pobrang probke zottka nalezy zwazy¢ z doktadnoscia do 0,1
mg 1 mas¢ probki zanotowac. Nastepnie do probki doda¢ 1 ml toluenu oraz 0,2 ml roztworu
wzorca wewnetrznego - n-dokozanu o stezeniu ¢ = 10 mg/ml. Do probki doda¢ za pomoca
suchej pipety 2 ml roztworu 0,5 M metanolanu sodu w bezwodnym metanolu i intensywnie
wymiesza¢. Roztwor nalezy ogrzewac¢ w bloczku grzejnym w temperaturze 50 °C w ciagu 10
min, nast¢pnie podda¢ dziataniu tazni ultradzwickowej przez 5 minut i ponownie ogrzewaé w
bloczku grzejnym w temperaturze 50 °C w ciggu 10 min okazjonalnie wstrzasajac. Po
zakonczeniu reakcji transestryfikacji probke nalezy ochtodzi¢ i dalej nalezy postgpowac
wedtug procedury transestryfikacji probki lipidow (punkt 2), z tym, ze nalezy przenie$¢ probke
do probowki o obj. 15 ml zamykanej plastikowym korkiem w celu ekstrakcji estréw
metylowych.



Potrzebne szkto i odczynniki:
pipeta Pasteura,
zakrecane szklane naczynko o objetosci 4 ml.

4. Analiza chromatograficzna GC-FID i/lub GC/MS
Uwaga: Chromatograf gazowy nalezy wczesniej (na poczqtku wykonywania ¢wiczenia) wlgczy¢
i przygotowac¢ do analiz. Analizy chromatograficzne sq dtugotrwate — nalezy dobrze

rozplanowac ich wykonanie.

Nalezy wykona¢ nast¢pujace analizy chromatograficzne:

1. Analize¢ roztworu wzorca wewngtrznego o stezeniu ¢ = 1 mg/ml w celu oznaczenia jego czasu
retencji,

2. Analiz¢ wzorcowego roztworu estréw metylowych kwaséw thuszczowych w celu oznaczenia
ich czasow retencji,

3. Analizy przygotowanych probek lipidéw z zottka jaja kurzego,

4. Analize roztworu wzorca cholesterolu o stezeniu ¢ = 1 mg/ml w celu oznaczenia jego czasu

retencji.

Warunki pracy chromatografu gazowego:

— kolumna kapilarna RTX-5, dlugo$¢ 25 m, $rednica wewnetrzna 0,25 mm,

— temperatura dozownika 320 °C, temperatura detektora 320 °C,

— analiza w warunkach programowanej temperatury kolumny od 170 °C do 240 °C, narost

temperatury 4 °C/min, a nastepnie od 240 °C do 320 °C, narost temperatury 8 °C/min,

izotermicznie 10 min,

— gaz nosny - argon, ci$nienie gazu no$nego 90 kPa,

— detektor plomieniowo - jonizacyjny FID,

— objetos¢ dozowania probki ~1 ml,

Warunki analiz GC/MS nalezy ustali¢ z prowadzacym ¢wiczenia

Potrzebne szkto i odczynniki:

chlorek metylenu do mycia strzykawki chromatograficznej (25 ml),

strzykawka chromatograficzna 10 ml oraz 100 ml,

roztwor wzorcowy estrow metylowych kwasow tluszczowych oznaczony ,,jajko I”,
roztwor wzorca wewnetrznego n-dokozanu w toluenie ¢ = 1 mg/ml,

roztwor wzorca cholesterolu w toluenie ¢ = 1 mg/ml.

5. Opracowanie wynikow analiz

Po wykonaniu analiz nalezy:

1. Zidentyfikowa¢ estry metylowe kwasow ttuszczowych oraz cholesterol w badanej probee,

2. Okresli¢ zawartos¢ kwasow ttuszczowych oraz cholesterolu w przeliczeniu na mase z6ttka,

3. Obliczy¢ zawarto$¢ procentowa kwasow thuszczowych w sumie kwasow thuszczowych,

4. Porownac profile kwasow thuszczowych z lipidow zottka jajka kurzego oznaczone 2 ré6znymi
metodami i przedyskutowaé wyniki,

5. Poréwna¢ uzyskane profile kwaséw tluszczowych z chromatogramem zamieszczonym na
Rys. 1.

6. Przedyskutowa¢ wptyw warunkéw chromatograficznych na uzyskanie rozdzielenia pikéw
chromatograficznych.



Prawidlowo wykonane sprawozdanie powinno zawiera¢ petlng dokumentacje analizy
jako$ciowej oraz iloSciowej (nalezy zataczy¢ uzyskane chromatogramy wraz z odpowiednim
opisem, patrz rys. 1; nalezy poda¢ i pordwnac czasy retencji wzorcow i analitow).

6. Zagadnienia do przygotowania

1. Chromatografia gazowa — teoria procesu chromatograficznego, sprzgt, dobieranie
warunkow analizy, analiza iloSciowa i jako$ciowa.

2. Lipidy — definicja, wystepowanie, budowa, nomenklatura.
3. Analiza lipidow.

4. Reakcje hydrolizy, estryfikacji i transestryfikacji.
5. Procedura analizy kwasow tluszczowych z zo6ttka jaja kurzego.
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Rys. 1. Przyktadowy chromatogram GC-FID roztworu wzorcowego estrow metylowych
kwasow tluszczowych. Kolumna kapilarna RTX-5 (faza stacjonarna niepolarna), 25 m 0,25
mm; 0,25 mm grubos$¢ filmu fazy stacjonarnej. Analiza w warunkach programowanej temp. od
170 °C do 240 °C, narost temperatury 4 °C/min, a nastgpnie od 240 °C do 320 °C, narost
temperatury 8 °C/min, izotermicznie 10 min.



Cwiczenie 2 — przygotowanie prébek

1. Przygotowanie probek

1.1. Ekstrakcja olejku eterycznego — (probka I)

Ekstrahowa¢ okoto 0,5 g czesci pomaranczowej skorki (nie albedo) za pomocg 3 mL heksanu
mieszajac przez okoto 5 min i pozostawi¢ na okoto 5 min a nastepnie przesaczy¢ ekstrakt do

naczynka. Jezeli bedzie to konieczne to zatezy¢ ekstrakt w strumieniu azotu do okoto 100 mL.

1.2. Destylacja z para wodng — (probka II)

Na plytce ceramicznej pokroi¢ skérke pomaranczowa na kawatki o dlugosci ok. 0,5 cm, a
nastgpnie zwazy¢ ok. 4 gramow. Probke umiesci¢ w zestawie do destylacji z parg wodna i dodac
20 ml wody. W kolbie okragtodennej o pojemnosci 1000 ml powinno znajdowac si¢ okoto 500
ml wody (prosz¢ pamicta¢ o dodaniu kaolinu). Wode w kolbie doprowadzi¢ do wrzenia
(regulator mocy ustawiony na 6-7) i przeprowadzi¢ destylacje z parg wodng. Destylacje
przerwaé po otrzymaniu okoto 20 ml destylatu. Do destylatu doda¢ 20 ml dichlorometanu.
Wykona¢ ekstrakcje (1 minuta wytrzgsania) otrzymanej probki. Za pomoca rozdzielacza
rozdzieli¢ warstwe dichlorometanowg zawierajaca wyekstrahowane terpeny, wysuszy¢
bezwodnym siarczanem sodu i przesaczy¢ przez saczek do kolbki. Nastepnie odparowaé
rozpuszczalnik za pomocg odparowywacza obrotowego do objgtosci okoto 1 ml. Jezeli bedzie

to konieczne to zatezy¢ ekstrakt w strumieniu azotu do okoto 100 mL.

1.3. Przygotowanie olejku eterycznego nalezy ustali¢ z prowadzacym ¢wiczenia (probka

110))

2. Analiza chromatograficzna GC-FID i/lub GC/MS

Analiza chromatograficzna w programowanej temperaturze

Chromatograf GC z detektorem FID, kolumna chromatograficzna RTX-5 30 m, 0,25 mm
srednica wewngtrzna, 0,25 um grubo$¢ fazy stacjonarnej,

Program temperaturowy: 60 - 120°C, narost 3°C/min, Temperatura dozownika: 220°C,
Temperatura detektora: 220°C, Dzielnik przeptywu: 1:50, Gaz nos$ny: argon, staly przeptyw 1
mL/min, Powietrze: 400 kPa, Wodor: 40 kPa.



3. Opracowanie wynikow analiz

Po wykonaniu analiz nalezy poréwnac i oceni¢ 2 metody przygotowania probek do analizy
lotnych zwigzkéw pochodzenia ro$linnego. Zidentyfikowac anality na podstawie czasoéw
retencji, indekséw Kovats’a oraz widm mas. Zinterpretowa¢ widma mas alkanow 1 terpenow.
Prawidtowo wykonane sprawozdanie powinno zawiera¢ pelng dokumentacje analizy (nalezy

zatgczy¢ uzyskane chromatogramy i widma mas wraz z odpowiednim opisem).

3.1. Analiza jakoSciowa poprzez poréwnanie czasu retencji analitu z czasem retencji
wzorca wyznaczonych w tych samych warunkach chromatograficznych (w
programowanej temperaturze)

Nalezy wykona¢ analiz¢ probki badanej oraz analiz¢ roztworow wzorcowych. Odczytaé z
chromatograméw 1 porownaé czasy retencji. Zidentyfikowac¢ sktadniki probki. Wyznaczy¢

zawarto$¢ procentowg sktadnikéw probki metoda normalizacji wewngtrznej.

3.2. Wyznaczenie indeksow Kovats’a w warunkach programowanej temperatury

Nalezy wykona¢ analiz¢ probki oraz roztworu wzorcowego: mieszaniny n-alkanow od n-C9 do
n-C11 i wyznaczy¢ indeksy. Porowna¢ uzyskane indeksy z danymi literaturowymi zawartymi
w tabeli 1.

Tabela 1. Wartosci indeksow Kovats’a dla wybranych terpenow (Adams, 2009).
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3.3. Analiza GC-MS
Widma mas alkanow oraz terpenéw wyizolowanych z badanych probek wraz z obliczonymi
indeksami retencji postuza do identyfikacji zwigzkow. Na podstawie widm mas zidentyfikowaé

poszczegbdlne zwiagzki w probkach.

4. Zagadnienia do przygotowania

1. Terpeny — biosynteza, wystgpowanie, budowa.

2. Metody izolacji olejkow eterycznych, metody analizy.

3. Chromatografia gazowa — teoria procesu chromatograficznego, sprzet, optymalizacja
warunkow analizy, analiza iloSciowa i jako$ciowa.

4. Potaczenie chromatografii gazowej ze spektrometrig mas — metody jonizacji, widma mas,

identyfikacja zwigzkow organicznych.
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Szkio i odczynniki

roztwor wzorcowy mieszaniny n-alkanow: n-C9, n-CI10, n-Cll przygotowany poprzez
rozpuszczenie 2 ml kazdego

zwigzku w 1 ml heksanu,

roztwor wzorcowy limonenu,

rOZtWOr WZOorcowy a-pinent,

chlorek metylenu do mycia strzykawki — 2 szt

strzykawka do GC 10 uL — 2 szt

Ekstrakcja olejku eterycznego ze skorek owocow cytrusowych — (probka I)

kolbka stozkowa z korkiem 10 mL — 3 szt

naczynko zakrecane 1,5 mL oraz maty lejek i sqgczki — 3 szt,



pipeta 5 mL, pompka do pipet,

heksan 50 mL

noz i plytka do krojenia

Destylacja z parg wodng — (probka 11):

chlorek metylenu o obj. 100 ml,

bagietka szklana,

pipeta o obj. 5 ml,

pompka do pipet,

lejek sredni + odpowiednie sqczki,

rozdzielacz o obj. 100 lub 200 ml + maly lejek,
cylinder miarowy o obj. 25 ml,

kolbka z dnem konicznym o obj. 50 ml,

2 kolbki ptaskodenne o obj. 50 ml + korki szklane,
bezwodny siarczan sodu + tyzka,

kamyczki wrzenie,

folia aluminiowa,

zestaw do mikrodestylacji z parg wodng z wydajng chiodnicg,

statyw
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Materialy do opracowania (prosze przynies¢ wydrukowane na zajecia)

Rys. 4. Widmo mas (ET) undekanu Cy1Hoy (pik nr 3 na rys.1).
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Rys. 2. Widmo mas (EI) nonanu CgHsyp (pik nr 1 na rys.1).
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Rys. 3. Widmo mas (EI) dekanu C;gHo, (pik nr 2 na rys.1).
100 5T
w0
"
n
w0
5
Al
"
"
0 B
a
Rl
kil 13 156
" » an ] 0 ™ B a0 R 110 1 130 140 150 180 e 180 190 00

11



sl T

-wé
»
1 85
)
L]
s , il L% m

1:(0

u I “ w n 0 9'; 1" 1 1 N

Rys. 5. Widmo mas (EI) dodekanu CyyHys (pik nr 4 na rys.1).
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Rys. 6. Chromatogram GC/MS ekstraktu terpenow ze skorki mandarynki.
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Rys. 8. Widmo mas pinenu
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