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|. CZESC TEORETYCZNA
1. Wprowadzenie

Lipidy to obszerna grupa organicznych giow naturalnych wysgpujacych we
wszystkich organizmackhywych. S to substancje o bardzo zémej i r&norodnej budowie,
ulegapce wielu przemianom. Z uwagi na funkcje, jakie petw ustroju ich obecrnid w
diecie cztowieka jest absolutnie niedna do zapewnienia prawidtowego rozwajtuszcze
kolei 33 wielosktadnikovg mieszanig réznych lipidow. Ma@emy je spotk&w naszynzyciu
codziennym. Wgksze ilgci ttuszczow wysipuja bowiem w tkankach zwiegzych (smalec,
tran, itp.) a take w nasionach &lin (oleje, masto kakaowe, itp.).

2. Klasyfikacja lipidow
Z uwagi na pewne podolagtwa strukturalne, lipidy podzielono na trzy zasegrupy:
I. lipidy proste(estry kwasow ttuszczowych i alkoholi):
- tluszcze wiéciwe - estry kwasow tluszczowych i glicerolu. Kwasysttazowe
wchodzce w skiad tych lipidbw mima podziek na nasycone (palmitynowy,
stearynowy) i nienasycone (arachidowy, oleinowy)ys®puja tu takze kwasy
polienowe (zawiergfe wicej niz jedno wizanie podwajne) jak np. kwas linolowy —
przedstawiciel tzw. - niezbnych nienasyconych kwasow ttuszczowych (NNKT).
- woski — estry wyszych kwasow tluszczowych i vgzych alkohol
jednowodorotlenowych (innychglicerol);
II. lipidy ztctone (zwiazki zawieragce w strukturze chemicznej oprocz kwasow
ttuszczowych i alkoholi rownieinne sktadniki):
- fosfolipidy — lipidy zawieragce kwas fosforowy jako mono- lub diester np.
glicerofosfolipidy i sfingofosfolipidy,
- glikolipidy — zwigzki zawierajce przynajmniej jednreszt cukrowg polczory
wigzaniem glikozydowym 2z &Z#cig lipidows np. glikoglicerolipidy i
glikosfingolipidy,
- inne lipidy ztdgone— np. sulfolipidy;
[1I. lipidy wtorne (pochodne lipidow prostych i ztonych, powstate gtéwnie w wyniku
ich hydrolizy, zachowujce ogdlne wigciwosci lipidow):
- kwasy tluszczowe
- alkohole lipidowe- sterole, barwniki,

- weglowodory
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3. Tluszcze jadalne i ich znaczenie

Thuszcze obecne w surowcach i produktagfwvnosciowych g wielosktadnikovg
mieszanig réznych lipidow. Ich podstawowym, chonie jedynym, skfadnikiem as
triacyloglicerole (TAG). Wszystkie pozostate lipidyajduce s¢ w tluszczach naturalnych
potocznie nazywa sisubstancjami wspomagaymi, a § to m.in.: fosfolipidy, sterole,
weglowodory, alkohole alifatyczne oraz witaminy rospazalne w tluszczach (A, D, E i K).
Zawartg¢ poszczegolnych sktadnikdéw zajeod rodzaju i pochodzenia tluszczu, az&alkd
stanu jegawiezosci i procesow, jakim byt poddany przed i po wydergl z surowca.

Produkty spaywcze, takie jak: masto, smalec, margaryna lubeotejlinne okrela
sie nazwy tluszcze widoczneStanows one ok. 45 % spywanego tluszczu. Natomiast
tluszcze, ktoregnaturalnymi skladnikami edych produktowzywnosciowych — mesa, ryb
czy mleka - g nazywanettuszczami niewidocznymi stanows ok. 55 % spgywanego
tluszczu. Tluszcze widoczne zawiegray swym skiadzie gtownie triacyloglicerole oraz dk.
% tzw. substancji niezmydlajacej, kiow wickszaci stanowsy witaminy rozpuszczalne w
ttuszczach (A, D, E). Magtu réwniez wystpowa substancje obce, celowo dodane w celu
podniesienia jakai i trwatosci produktu. § to: witaminy (D, A), konserwanty (kwas
benzoesowy), przeciwutleniacze (tokoferol), emuwgatlecytyna) lub barwniki (karoten).

Thuszcze jadalne, ze wzglu na wysipowanie w przyrodzie, podzielono ralinnei
zwierzce Pierwsze g ptynne, poniewaobfituja w wielonienasycone kwasy ttuszczowe, a w
ich sktadzie znaczny procent stangdNKT. Tiuszcze zwiergce z kolei, w temperaturze
pokojowej g state, co wize sk z przewag ilosci wystepujacych w nich nasyconych kwasow
tluszczowych.

Zawartd¢ ttuszczu w produktach sppwvczych waha si w szerokim zakresie. W
grupie produktow zaliczanych do tluszczow jadaln{aleje, smalec, masto) stanowi on 75—
100% masy. Ttuszcze stotowe o atmej kalorycznéci, np. margaryny niskokaloryczne,
zawieraj od 40 do 55 % zwekdéw tluszczowych. Zawargé ttuszczu w niektorych

artykutach spgywczych przedstawia Tabela 1.



4. Analiza zywnosci — analiza kwaséw ttuszczowych w smalcu metodg GC 4

Tabela 1 Zawartg ttuszczu w wybranych surowcach i produktachzgpezych, w g/100 g eZci jadalnych.

Produkt Zawart& thuszczu w g/100 g

produktu

Kefir, jogurty, chudy twardg, zwykle pieczywo 0-3

Mieso indyka 3-8

Migso kurcat 7-4

Jaja 12-14

Serzoty, parowki, wafle nadziewane 25-30

Chipsy ziemniaczane 20-40

Paczki 20-25

Lipidy sg sktadnikiemzywnaosci niezlgdnym do zapewnienia prawidtowego rozwoju
naszego organizmu. Pednibardzo istotne funkcje. Przede wszystkimp gtdwnym i
najbardziej skoncentrowanynirédtem energii. Pod wzgllem wartéci energetycznej
przewy:szap wszystkie inne sktadniki pokarmowe. Przykladowgednego grama tluszczu
uzysk& mazna ok. 37,7 kJ, a wt w przyblizeniu dwa razy wicej energii nt z podobnej
ilosci biatka i sacharydéw. Ponadto zwki te petnyg w ustroju cziowieka wang role
strukturaly. Triacyloglicerole, fosfolipidy oraz cholesterol jego estry stanowi czesé
sktadows komorek ustrojowych, m.in.: bton i organelli korkéwych. Dodatkowo,
triacyloglicerole g tez gtdbwnym skfadnikiem zapasowej tkanki tluszczowkeyacji tego,ze
tluszcze s stabymi przewodnikami ciepta sloskonatymi izolatorami termicznymi. Ponadto
petnig funkcje ochronm dla organéw wewgtrznych. Istotnym jest tede fakt, ze ttuszcze
zawarte w diecie dostarcaapiezlzdnych nienasyconych kwasow ttuszczowych (NNKT).
Jest to o tyle wane, gdy kwasy te warunkugj prawidtowy rozwdéj organizmu cztowieka, a
nie g endogennie syntetyzowane. Oprocz tego tluszczeyedd w organizmie raj
rozpuszczalnikbw wielu substancji, giéwnie witandraz karotenoidow, utatwigg w ten
sposab ich wchtanianie.

Spetniag one rownie wiele istotnych funkcji w technologiiywnosci. Stosuje si je
jako czynnik kontrolowanego przenoszenia ciepta (hyszcze smaalnicze). Ponadto magj
duze znaczeniev ksztattowaniu cech organoleptycznych produktasztzowych. Wptywaj
bowiem korzystnie na takie cechy jak: wydyl tekstura, konsystencja, zapach, smak czy
mazisté¢. Wazng role w technologii zywnosci spetniaj takze poszczegolne sktadniki
ttuszczow lub rane pochodne lipidow. Przykladowo mono- i diacylogtole oraz lecytyna

Sa powszechnie stosowane jako emulgatory.
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4. Thuszcze — budowa i wiéciwosci chemiczne

Tluszcze pod wzgtlem chemicznym to estry gliceryny i wgzych kwaséw
tluszczowych, zwane ogolniglicerydami Glicerol, jako alkohol trihydroksylowy, tworzy
estry z trzema gsteczkami kwasow. Magto by pochodne rznych kwaséw nasyconych
(np. stearynowy GH3sCOOH, palmitynowy @H3:COOH) lub kwaséw nienasyconych (np.
oleinowy G7H33,COOH, oraz linolowy GH3COOH). Poniej przedstawiono wzér

przyktadowej cgsteczki tluszczu.

0

CH,-0O-C-C7H35

0

CH -0O-C-C7H3s

O

CH>-O-C-C17H3s

Tluszcze s zwigzkami o niskiej polarnai, dlatego nie rozpuszcaagic w wodzie,
zas dobrze rozpuszczapie w niepolarnych rozpuszczalnikach organicznychictakak: eter
etylowy, eter naftowy, chloroform, heksan, benzetrachlorek wgla i in. Poniewa ttuszcze
“ptywaja” po powierzchni wody, oznacza tae mapj od niej mniejsz gestas¢. Jako
mieszaniny nie majscisle okrelonej temperatury topnienia.

Triacyloglicerole w stanie statym wykazugjawisko tzw.polimorfizmy co oznacza,
ze mog wystpowa: w kilku formach krystalicznych. Przemiany polimiogdne z kolei
bardzo silnie wptywaj na wi&ciwosci reologiczne (konsystengjplastycznéc) i inne cechy
fizyczne wielu produktéw ttuszczowych. Z punktu weshia zastosowiaprzemystowych jest
to wiec zjawisko niepgadane. Przeksztatcenie jednej formy w dragchodzi wskutek np.
ogrzewania, chtodzenia lubztgako wynik krystalizacji z rénych rozpuszczalnikow. Do
badania tego zjawiska wykorzystujec 9i0zne metody, m.in. kalorymeti dylatometr,
spektroskogi w podczerwieni oraz dyfrakepromieni rentgenowskich.

Z uwagi na obecrs¢ nienasyconych kwasow ttuszczowych wasteczce ttuszczu
zZwigzki te ulegaj reakcjomaddycji (przylgczania) (np. reakcja uwodornienia). Przykiad

takiej reakcji podano poie;.
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CH,-00C-C7H33 CH>-00C-C{7H3s

| Ni. T |

CH -00C-Cy7H;33 + 3H, — CH -00C-Cy7Hss

| |

CH>,-00C-Cy7H33 CH>-0O0C-Cy7Hss
ester trioleinowy (ciecz) ester tristearynowy {@istate)

W podanym wyej rownaniu reakcji wodor przytzyt sk do wigzan podwojnych, w
efekcie czego cata ggteczka ulegta nasyceniu. Dodatkowo tluszcz zmmamh skupienia z
cieklego na staly. Reakcja uwodornienia stosowaest jpowszechnie w przesiy
spazywczym podczas produkcji margaryny i nosi naawwardzania ttuszczy.

Kolejng, charakterystycznreakcy, jakiej ulegag ttuszcze, jeshydroliza zasadowa
zwana inaczej reakgjzmydlania lub saponifikacji ttuszczow. Jest onadka powszechnie
wykorzystywana w przemie do otrzymywania mydta. Hydroliza ttuszczéw zadhiotakze
w organizmach cziowieka i zwieyz ale jedynie w obecrioi specjalnych enzymoéw,
zwanych lipazami. Pom¢j przedstawiono rownanie reakcji hydrolizy tristeaanu

gliceryny.

CH,-0O0C-C7Hss CH,-OH
| NaOH. T
CH -0O0C-C{7H;3s = CH -OH + 3 Cy7H3s COONa
| |
CH>-0O0C-C17Hss CH>-OH
tristearyman gliceryny glicerol stearynian sodu (mydlo)

Jak obrazuje powgze rownanie, hydroliza ttuszczu wodnym roztworeaON daje
czasteczk gliceryny i trzy casteczki soli sodowej kwasu ttuszczowego, czyli @sp
mydto. Niekiedy okrélenie ,zmydlanie tluszczu” stosujeestakze i do tych przypadkéw
hydrolizy, w ktérych mydto nie powstaje, a produkiass: glicerol oraz wolne kwasy
tluszczowe (np. uczucidiskosci skory po kontakcie z alkaliami to vitaie wynik tej reakcji).
Otrzymane w ten sposéb kwasy tluszczowews zasadzie nierozggtione i zawiergj
parzysy liczbe atomdw wegla od 12 do 20. Zeli w czsteczce obecne svigzania podwadjne,
przyjmuja one zwykle geometsicis. Poniewa najwigcej uwagi w analizie lipidow pwieca

sie kwasom ttuszczowym, zostapne szczegotowo omowione w ngstym podrozdziale.
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5. Charakterystyka kwasow ttuszczowych

Wigksza¢ kwasow tluszczowych, nasyconych i nienasyconyalezy do zwizkOw o
prostym tacuchu i parzystej liczbie atomow¢gla w czsteczce. Kwasy tluszczowe o
tancuchach rozgationych lub o nieparzystej liczbie atomowgla wystpuja na ogét rzadko i w
niewielkich ilcsciach. W przyrodzie istnieje ok. 40ziych kwasow ttuszczowych (od,@o
ponad () przy czym najczciej spotykanegkwasy C16, C18, C20 i C22. Z kolei w tluszczach
naturalnych wyspuja wytacznie kwasy zawiergge od 4 do 24 atomow C wasteczce.

Kwasy tluszczowegscieczami lub ciatami statymi. Ich temperatury tmmia rosia
wraz ze wzrostem masy gsteczkowej. Obecdé w tancuchu podwodjnego wrania
powoduje z kolei obienie temperatury topnienia. Na temperatwpnienia wptywaj takze
inne czynniki np. konfiguracja przestrzennazeh podwojnych, ich polzenie w tacuchu
weglowodorowym, a take czy kwas jest parzysto - czy nieparzysiolowy.

W poréwnaniu z wglowodorami, kwasy ttuszczowe o podobnej disjpodstawnikdéw
alkilowych maj wyjatkowo wysokie temperatury wrzenia. Dzieje; sBk ze wzgldu na
dodatkovy obecné¢ grup karboksylowych, porlzy ktorymi dochodzi do tworzeniacdbardzo
silnych wigzaa wodorowych, w efekcie ktérych ngptije dimeryzacja kwasow.

Rozpuszczalng kwasow tluszczowych w wodzie maleje w mgiakzrostu liczby
atomow wegla w taxcuchu (do 4 at. C - rozpuszczalne, od 4 do 12 atst@bo rozpuszczalne,
powyzej 12 at C - praktycznie nierozpuszczalne). Znackepiej zwjzki te rozpuszczajsie
w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak: baeneganol, benzyna, izopropanol.

W tluszczach wyspuja dwa gtéwne rodzaje kwasow ttuszczowych:

* Nasycone kwasy ttuszczowenie maj wigzar podwdjnych; najbardziej rozpowszech-
nione w tej grupies kwas palmitynowy — gH3:COOH — znajduje simiedzy innymi
w oleju bawetnianym, mleku, rybach oraz kwas steamy - G/H3sCOOH — obecny
gtdéwnie w tluszczach zapasowych praeaczy i male kakaowym.

* Nienasycone kwasy tluszczowejto kwasy, ktdére w swojej ggteczce posiadaj
przynajmniej jedno wizanie podwojne; wyri¢ tu mazna:

0 monoenowe kwasy ttuszczowmajce tylko jedno wizanie podwadjne najeicie;

w konfiguracjicis kwasy o konfiguracjtrans w naturze wysfpujag sporadycznie;
duze ilosci transizomerow w tluszczachywnosciowych g wynikiem procesow
modyfikacyjnych, np. katalicznego uwodornienia)zdtstawicielem w tej grupie
jest kwas oleinowy - GH33COOH — przyjmuje si, ze stanowi on 240 %

wszystkich kwasow ttuszczowych.



4. Analiza zywnosci — analiza kwaséw ttuszczowych w smalcu metodg GC 8

0 polienowe kwasy ttluszczowe w skrocie PUFAnaturalnie wygpujace kwasy

polienowe zawiergjod 2 do 6 wizan podwojnych przewanie o konfiguraciicis
nagiujacy -CH=CH-CHCH=CH-.
grupie kwasowg skwas linolowy €is, cis9,12-

utozonych  zazwyczaj w sposob
Najpopularniejsze w tej
oktadekadienowy) — obecny prawie we wszystkichztimach, gtéwnie jednak w
olejach rglinnych np. stonecznikowym; oraz kwas linolenowgig, cis, cis9,12,15-

oktadekatrienowy) — obecny w oleju Inianym, sojowymzepakowym. Niektore

sparod kwasow polienowychgsniezledne do prawidtowego rozwoju i normalnego
funkcjonowania organizmu. niezédnych

Kwasy te okKee sk mianem

nienasyconych kwasow tluszczowych (NNKT). Mane szczegllne znaczenie w

zywieniu cziowieka. Odgrywajwazng role w zapobieganiu i leczeniu na@zycy

oraz innych stanéw chorobowych prowadzh do zaburzegospodarki lipidow w

ustroju. Ponadto powodyjobnizenie poziomu cholesterolu w surowicy krwi,

poprawiag prag serca i przeptyw krwi przez naczynia weewe.

W Tabeli 2 przedstawiono przyktiny sktad ttuszczéw i olejow z kaychzrodet.

Tabela 2. Przyhtony sktad niektorych ttuszczéw i olejow

) Nasycone kwasy tluszczowe [%] Nienasycone kwasztzowe [%]
Zrodio
C12 C14 C16 C18 C18 C18 C18
laurynowy, mirystylowy  palmitynowy stearynowy oleinowy | rycynoleinowy linolowy
Tluszcze zwierzce
smalec - 1 25 15 50 -
masto 2 10 25 10 25 - 5
thuszcz ludzki 1 3 25 8 46 - 10
tluszcz - 8 12 3 35 - 10
wielorybi
Oleje roslinne
kokosowy 50 18 18 2 6 - 1
kukurydziany - 1 10 4 35 - 45
z oliwek - 1 5 5 80 - 7
arachidowy - - 7 5 60 - 20
Iniany - - 5 3 20 - 20
rycynowy - - - 1 8 85 4
rzepakowy n.d. n.d. 3,2 1,4 13,1 n.d. 15,5
wysokoerukowy
rzepakowy n.d. n.d. 5,2 1,9 58,4 n.d. 22,4
zeroerukowy

n.d. — brak danych
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6. Metody oznaczania zawartéci ttuszczu

Oznaczanie zawarlo ttuszczu nalgy do rutynowych analiz przeprowadzanych w
celu ustalenia podstawowego skfadu chemicznegougtéd spaywczych. Pozwala ono
réwniez wnioskow& o wartdgci odzywczej produktu oraz kontrolowaprzebieg procesow
technologicznych, np. w przetworstwiegsmym czy mleczarskim.

W analityce produktéviywnaosciowych terminenttuszcz okresla sie sune substanciji,
ktore daj sic wyekstrahowa bezwodnym eterem etylowym i nie ulataiagic podczas
suszenia w temperaturze 105 °C w czasie jednejigypdz

Metody oznaczania tluszczu opieragic gtownie na jego ekstrakcji przy pomocy
rozpuszczalnikbw organicznych. Taki tluszcz (wyttsy 2z produktu metodami
ekstrakcyjnymi) okréa sk zwykle terminemttuszcz surowy W skfad tluszczu surowego,
obok dominujcej frakcji ttuszczow wiéciwych, mog wchodzé lipidy ztozone (gtownie
fosfolipidy), wolne kwasy tluszczowe, sterole, waay, barwniki i ewentualnie

zanieczyszczenia pochagte z rozpuszczalnika lub ekstrahowanego materiatu.

6.1. Metody ekstrakcyjne

Polegag na wydzieleniu tluszczu bezpednio przy uayciu odpowiedniego
rozpuszczalnika albo po wepinej hydrolizie poprzez traktowanie proby roztworemwasu lub
zasady. Oznaczanie #d wyekstrahowanego tluszczu przeprowadza svagowo,
refraktometrycznie lub densymetrycznie.
6.1.1. Metody ekstrakcyjno-wagowe— polegag na wydzieleniu ttuszczu z produktu na
drodze ekstrakcji przy ayciu rozpuszczalnika organicznego (eteru etylowegteru
naftowego, heksanu, chloroformu i in.), odparowamniozpuszczalnika i zwa&niu
pozostatéci okreslonej jako ttuszcz surowy. Metody te naledo metod czasochtonnych,
jednak uznawane gs za najdoktadniejsze. Ekstrakcjttuszczu z produktu nima
przeprowadz réznymi metodami:

0 nadrodze ekstrakcjiggtej np. Soxhleta, Weibulla-Stoldta

0 przez wymywanie porcjami rozpuszczalnika np. Rdeettieba lub Schmidta-

Bondzyskiego-Ratzlaffa.

e Metoda Soxhleta -w tej metodzie prowadzi ¢icigglta ekstrako tluszczu z
wysuszonego i rozdrobnionego materiatu, agpasé odparowuje girozpuszczalnik,
suszy i way pozostatlé¢. Oznaczenie wykonuje ¢siw aparacie ekstrakcyjnym
(Soxhleta). Doktadni@® oznaczenia zawaldo tluszczu 4 metod, zalezy m. in. od:
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stopnia rozdrobnienia préby, zawaxowody w probie, szyblkei ekstrakcji, sposobu
suszenia itp. Wane jest, aby eter etylowy stosowany do ekstrakgji viaolny od
nadtlenkow, odwodniony i przedestylowany. MetodalBeta jest stosowana gtéwnie
do oznaczania tluszczu w nasionach oleistychesimii przetworach msnych,
produktach piekarskich. Nie nadaje @ kolei do oznaczania ttuszczu w mleku i
przetworach mleczarskich, poniewavysipujace tam kuleczki ttuszczu otoczone
substancjami biatkowymi utrudnigprzenikanie rozpuszczalnika.

e Weibulla-Stoldta —polega na przeprowadzeniu hydrolizy produktu za g@rkwasu
solnego w celu uwolnienia substancji ttuszczowybkanych w analizowanej prébce,
a dalej oddzieleniu ich od hydrolizatu, wysuszemsugczku i ekstrakcji ttuszczu w
aparacie Soxhleta. Ta metoda jest zalecana do kbmelu w ktérych tluszcz
wystepuje w postaci zemulgowanej lub w pateniu z biatkami (mleko, sery,
pieczywo).

e Roese-Gottlieba— polega na traktowaniu badanego produktu kolepoatworem
amoniaku (rozpuszcza biatka, powoduje rozerwanigafi biatkowo-ttuszczowych),
alkoholem etylowym (ma dziatanie odwadpg, utatwia rozpuszczanie
fosfolipidéw), eterem etylowym i eterem naftowymtelyy rozpuszczgj tluszcz,
fosfolipidy i inne substancje znajdee s¢ w fazie ttuszczowej). Nagbnie caty
wyciagg eterowy lub jego @#¢ przenosi s do uprzednio zwaonej kolbki,
odparowuje rozpuszczalniki, a pozostéteuszy i way.

6.1.2. Metody ekstrakcyjno-refraktometryczne- polegag na ekstrakcji ttuszczu z badanej
préby za pomog okreslonej ilosci odpowiedniego rozpuszczalnika o ustalonym
wspotczynniku zatamanigwiatta i nasgpnie refraktometrycznym pomiarze wspoétczynnika
zatamaniaswiatta otrzymanego ekstraktu. Podsiawyznaczenia zawartoi ttuszczu jest
réznica medzy wspoétczynnikami refrakcji rozpuszczalnika i badgo ekstraktu. Zawakto

tluszczu odczytuje siz tablic ladZz oblicza za pomacspecjalnych wzorow.

6.2. Metody obgtosciowe (butyrometryczne)

Polegag one na rozpuszczeniu znajgitggo s¢ w probce biatka najezciej kwasem
siarkowym(VI) z dodatkiem niewielkiej if@i alkoholu izoamylowego, a naphie
wydzieleniu tluszczu za pomgcozpuszczalnika organicznego. Proces ten przeplzavas
w specjalnych przygdach zwanych tluszczomierzami lub butyrometrami. tddg
objctosciowe stosuje si gtdwnie do oznaczenia zawato w mleku i produktach

mleczarskich, w przetworach esnych oraz gotowych positkach. Ich zalgest prostota,
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szybka¢ wykonania, nieskomplikowana aparatura i tanie gdoiki. Spérod tych metod

oznaczania zawaroi ttuszczu najocgciej stosowana jest tzw. metoda Gerbera.

6.3. Metody instrumentalne (pdrednie)

Wykorzystuje s specyficzne wihciwosci lipidow a analizy przeprowadzagsprzy
pomocy np. magnetycznego rezonansirgwego (NMR), techniki odbiciowej w bliskiej
podczerwieni (NIR) i in. Z jednej strony metodysteproste, szybkie i wygodne, ale z drugiej
w wiekszaci przypadkow wymagajuprzedniego spogdzenia wykresu krzywej zaleosci
mierzonego parametru od zawddo tluszczu w prébie oznaczanej z zastosowaniem
klasycznych metod ekstrakcyjnych. Dodatkowwch wady jest rownie koniecznéé
dysponowania odpowiedni drogg aparatug. Metody te znalazty zastosowanie gtéwnie do
oznaczania zawaroi tluszczu w nasionach, margarynieesme, produktach mleczarskich,

czekoladzie i in.

7. Parametry jakosci ttuszczu

Podczas przechowywania tluszczéw zachodzi wielekonaystnych zmian pod
wplywem czynnikbw zewgtrznych (temperaturasgwiatto, powietrze) i wewegtrznych
(enzymy tkankowe), w efekcie czego rasije psucie siproduktu. Wymierd tu mazna:

0 Zmiany hydrolityczne— powodowane dziataniem warunkéw zetwmnych,

mikroorganizmow i enzymow tkankowych; prowgdio uwalniania z glicerydow
wolnych kwasow tluszczowych, jak rownigozpad tych kwaséw na kwasy o
krotszym tacuchu weglowym.

0 Zmiany spowodowane dziataniem tlenu na nienasyaupeania przy udziale
swiatta i katalizatorow np. jonow zelaza; w efekcie dochodzi do powstania
nadtlenkoéw, a nagbnie aldehydow i ketondw.

W celu okrélenia niekorzystnych zmian zachadych w tluszczu podczas jego
przechowywania wprowadzono tzliczby ttuszczowedo podstawowych liczb ttuszczowych
naleza:

0 Liczba kwasowa (LK) — okréla ilos¢ wolnych kwaséw ttuszczowych; wyra sk

ja jako liczba miligraméw wodorotlenku potasu potmagbdo zobogtnienia
kwasow ttuszczowych (RCOOH) zawartych w 1 g badan#gszczu. Liczba
kwasowa jest miar zawartdci wolnych kwaséw tluszczowych, czyli inaczej

efektem hydrolizy glicerydéw; nie jest wastig stah dla danego gatunku
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tluszczu.
RCOOH + KOH— RCOOK + HO

0 Liczba zmydlenia (LZ) — parametr ten pozwala na olemie sredniej masy
czgsteczkowej kwaséw ttuszczowych; jest to liczba gndmdéw wodorotlenku
potasu potrzebna do zobtjienia wolnych kwasow ttuszczowych i zmydlenia
acylogliceroli zawartych w 1 g badanego ttluszczu.

0 Liczba estrowa (LE) — swiadczy o dlugéci tancuchéw kwasow ttuszczowych
wchodzcych w skiad gliceryddéw danego tluszczu; jest tygrsza, im tacuchy
sg krotsze; wyraa sk ja jako liczba miligramow wodorotlenku potasu potnaghb
do zmydlenia i zestryfikowania kwasow ttuszczowyawartych w 1 g badanego
tluszczu.

0 Liczba jodowa (LJ) — jest to liczba gramow chlorowca, w przeliczenau jod,
ktora przyhcza s¢ w okreslonych warunkach do podwdjnych agan kwasow
ttuszczowych znajdagych se w 100 g badanego produktu. Liczba jodowa jest
miernikiem zawartéci w ttuszczu nienasyconych kwasow tluszczowych.

R-CH,-CH=CH-CH-R + BrJ - R-CH-CHBr-CHJ-CH-R

o Liczba nadtlenkowa (LOO) — jest to liczba crh mianowanego roztworu
tiosiarczanu sodu potrzebna do zmiareczkowania jegdzielonego z roztworu
jodku potasu w wyniku dziatania nadtlenkow zawdntye 1 g tluszczu. Parametr

ten jest traktowany jako wskaik stopnia zjetczenia tluszczu.

8. Strategia analiz kwasoéw ttuszczowych

Niewgtpliwie najwiecej uwagi w analizie lipidéw paviecca s¢ badaniom kwaséw
tluszczowych. Kwasy pochogze z naturalnyctirédet wykazuj bardzo die zr&nicowanie.
Wiagze st to przede wszystkim z ich specyfigznbudows: diugdécia tancucha
weglowodorowego, stopniem nienasycenia oraz ohb&wporéznych grup funkcyjnych.
Najwickszym jednak ograniczeniem w analizie tej grupyazkdw jest ich mata lotrig.
Pierwsza czynndéciag w postpowaniu analitycznym jest we uzyskanie odpowiednich
pochodnych kwasow tluszczowych - najze] s to estry metylowe. Metoda ich
otrzymywania zalgy gtdwnie od charakteru analizowanej substancjiellgrobka zawiera
wytacznie wolne kwasy ttuszczowe, to powiniert hugyty kwasny reagent (np. MeOH-HCI.
W przypadku kwasow zwranych z glicerolem (tluszczy) preferowana jestalidkna

metanoliza, natomiast do analiz krotkatachowych kwasow ttuszczowych musi ¢by
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zastosowana specjalna procedura (aby unibwi@ ich straty podczas analizy). Po
otrzymaniu metylowych pochodnych kwasow tluszczdwgoddaje si je nas¢pnie analizie

ilosciowej gtdwnie za pomacchromatografii gazowe).

9. Chromatografia gazowa - technika analizy kwasow tiszczowych
Chromatografia jest fizykochemiczg metod rozdzielania, w ktérej skiadniki
rozdzielane $ pomkdzy dwie fazy: jedna jest nieruchoma (faza stagjomg a druga
(faza ruchoma) poruszagsw okrelonym kierunku Jezeli fazg ruchomy jest gaz, to
mamy do czynienia ghromatografy gazow (GC — gas chromatography W zalenaosci
od rodzaju fazy stacjonarnej wyrdi¢ mozna dwa typy chromatografii gazowej:

o chromatograf¢ adsorpcyja (GSC - gas-solid chromatography gdzie faz
stacjonarg jest ciato state.

o chromatograf¢ podziatows (GLC - gas-liquid chromatography gdzie faz
stacjonarp jest ciecz osadzona na statymsmi&u w postaci jednorodnego filmu
(warstwy).

Faza ruchoma porusza siewngtrz kolumny, natomiast faza stacjonarna jest osaipa
wewretrznych sciankach kolumny. Zvzki chemiczne z wkszym powinowactwem do fazy
stacjonarnej g przez m selektywnie zatrzymywane i porusgaic wzdtuz kolumny znacznie
wolniej. Zwigzki z mniejszym powinowactwem do fazy stacjonarpejuszaj sie z kolei
szybciej i tym samym opuszczdolumre, czyli eluujg z kolumny, jako pierwsze. Rownowaga
podziatu pomgdzy fazy ma charakter dynamiczny, co oznacza, czsteczki substancji

nieustannie przechoglbd fazy ruchomej do stacjonarnej i z powrotem.

9.1. Podstawowe parametry chromatograficzne
Podstawowym parametrem oflsgacym podziat substancji X pogdzy dwie fazy

jest stata podziatlc, ktéra mazna wyraz¢ rownaniem Nernsta.

gdzie: cs— o0znacza stzenie substancji X w fazie stacjonarnej,
@-0znacza stenie substancji X w fazie ruchomej.
Innym wanym parametrem jest wspotczynnik retenkji ktéry wyraza st jako

stosunek czasu, w jakim substancja X przebywa we fatacjonarnej do czasu, w ktérym

. liczba moli substancji X w fazie stacjonarne;

liczba moli substancji X w fazie ruchomej
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przebywa ona w fazie ruchomej. OHee on, ile razy dhiej dana substancja jest
zatrzymywana przez fazstacjonarn, niz potrzebowataby na przeje przez kolum@ z
predkosciag poruszania si fazy ruchomej. Tylko zwizki chemiczne charakteryzge se

réznymi wspotczynnikami retencji mggosta rozdzielone na kolumnie chromatograficznej.

Efekt rozdzialu chromatograficznego jest wykaay w postacichromatogramu.
Przedstawia on wykres wskazaygnatu uzyskanego w detektorze w funkcji czasuvu
funkcji objetosci fazy ruchomej. Zapis gtenia pojedynczej substancji w funkcji czasu ma
post& krzywej Gaussa i nosi nazwiku (ang. peakczyli szczyt). Typowy chromatogram
przedstawiony jest na passzym rysunku.

{
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czas (min)

Rys. 1. Chromatogram i spos6b pomiaru typowych wi&bsci chromatograficznych.

Na podstawie obrazu chromatograficznegazemoy okréli¢:
* czas retencjitr — czas mierzony od momentu wprowadzenia probki narkaot do
momentu pojawienia gina wygciu z kolumny maksimum gtenia danego zwrzku

chemicznego czyli maksimum piku.

s =£><{1+s¢:}
[4)

gdzie:L — dlugas¢ kolumny chromatograficznej,
u — $rednia, liniowa pgdkos¢ przeptywu gazu nimego,
k —wspotczynnik retenciji.
* zerowy czas retencjitm (czas ,martwy”) —czas przebywania w kolumnie
substancji, ktéra nie ma powinowactwa do fazy stajnej np. metanu; czas zerowy

jest réwny czasowi przeptywu fazy ruchomej przelukoy,
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» zredukowany czas retencjit'r - to rGznica pom¢dzy czasem retencji a zerowym

czasem retencji

t'R=1r— ly
» wspotczynnik retencjik
= TR —In
Iy
» szeroka¢ piku w mierzory u podstawy pikulub szeroké¢ piku mierzom na

okreslonej wysokdci piku np. w potowie wysoki - Wi/2h.

9.2. Wybor parametrow analizy

Analizujgc problk metody chromatografii gazowej, nalg dobr& wszystkie
parametry analizy odpowiednio do zejkonkretnej probki. Najwaiejsze parametry pracy
uktadu chromatograficznego to:

* rodzaj fazy stacjonarnej,

* wymiary kolumny,

 temperatura pieca chromatograficznego,

* rodzaj detektora i dozownika,

 temperatura detektora i dozownika,

* predkas¢ przeptywu gazu nimego,

* wielkos¢ dozowanej probki.

Wybor fazy stacjonarnej do analizy nie jest spraatwa i ciggle jeszcze bywa
dokonywany eksperymentalnie. Najméejszy cecly faz stacjonarnych decydigp o
oddziatywaniu z cgsteczkami zwjzkdéw chromatografowanych jest ich polas@oOgoine
zasady wyboru cieklych faz stacjonarnych (GL&hastpujace:

o do rozdziatu substancji niepolarnych stosugefaze stacjonara niepolarma,

o do rozdziatu substancji polarnych stosujefaie stacjonarg polarr,

0 zwigzki niepolarne @ rozdzielane na niepolarne] fazie stacjonarnej agod

uszeregowaniem ich wedtug temperatur wrzenia (kzino

0 zwiagzki niepolarne s eluowane przed zwikami polarnymi o tej samej

temperaturze wrzenia,zeli faza stacjonarna jest polarna,

0 zwigzki polarne g eluowane przed zwzkami niepolarnymi o tej samej
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temperaturze wrzenia,zeli faza stacjonarna jest niepolarna.

Wptyw diugaci kolumny na analiz jest nasfpujacy: im diuzsza kolumna tym czasy
retencji § wicksze i tym wyraniejsze g roznice medzy czasami retencji dwoch substanciji.
Jednak dhaszy czas analizy powodujge piki g bardziej rozmyte.

Temperatura kolumny ma ogromny wptyw na anraliProces chromatograficzny
mozna prowadzi w state] temperaturze (tzwanaliza izotermiczna lub metod
programowanej temperaturyar(aliza z programowan temperatug). Te drug opcg
stosujemy wtedy, gdy sktadniki mieszaninygmia sie znacaco temperaturami wrzenia, np.
weglowodory z ropy naftowej lub szereg homologiczikoholi.

Dozowana probka powinna dyardzo mata, poniewiavowczas strefa startowa jest
bardzo wiska. Prébka wprowadzona do kolumny niezmdy wicksza od pojemriwi
sorpcyjnej kolumny, poniewa przetadowanie kolumny prowadzi do ziego rozdzielen

skfadnikow probki i powstawania niesymetrycznycterskich pikow.

9.3. Aparatura w chromatografii gazowej
Analizy w chromatografii gazowej przeprowadza gia pomog chromatografu

gazowego. Schemat takiego adzenia przedstawiono paej na Rys.2.

dozownik
regulator przeptywu Fd AW,
gazu nosnego l
. komputer
1 D<] AN, ] » wylot gaz
: T » wylc u
J_I\ LA \ —J‘\ nosnego
( kolumna |
/ detektor
N
——e

zbiornik gazu

p iec chromatograficzn
nosnego P g y

Rys. 2. Schemat chromatografu gazowego

Zasada pracy tego wdzenia jest nagpujagca: gaz nény (faza ruchoma)
doprowadzony z butli ptynie przez regulator przeplydo dozownika, a naginie przez
kolumre i detektor, skd jest usuwany na zewtnz do atmosfery. Kolumna umieszczona jest
w termostacie. Temperatura dozownika, detektoralurkny jest odpowiednio regulowana.
Przy pomocy dozownika analizowasubstang wprowadza s w strumié gazu nénego,
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ktory to nastpnie przenosig do kolumny. Tam winie nas¢puje rozdziat chromatograficzny
skfadnikow probki. Po rozdzieleniu poszczegolnadhkiki probki kierowaneasdo detektora,
a ten wykrywa je i reaguje sygnatem elektrycznymgr&y po wzmocnieniu zostgj
rejestrowane w komputerzgdz w rejestratorze w postaci chromatogramu.

W chromatografii gazowej fazruchony stanows gazy o matej ¢stasci, niskiej
lepkasci, w ktorych wspotczynniki dyfuzjigsduze. Najczsciej jest to: wodor, azot, argon lub
hel. Rodzaj gazu doego ma niewielki wptyw na wynik rozdzialu chromgtaficznego.
Zadaniem gazu jest transportowanie probki przezowok, kolumre i detektor. Przy
wyborze gazu nimego naley si¢ kierowa: przede wszystkim rodzajem wybranego detektora
oraz cep, dostpnaicig i czystacig gazu. Wymagana czystogazow wynosi >99,999%.

Dozownik jest elementem urdawiajagcym wprowadzenie probki w struniiegazu
nosnego. Stosuc chromatograéi gazowy, mazna analizowa substancje, ktére w warunkach
chromatografowania m@jpost& gazow lub par. Klasyczne dozowanie prébki do typow
kolumny kapilarnej polega na wprowadzeniu cieczyl (85 pl) za pomog strzykawki do
dozownika. W dozowniku nagiuje gwattowne odparowanie prébki i po zmieszangazem
nosnym probka jest wprowadzana na kolumrDla wigkszaci kolumn kapilarnych
dopuszczalna okjos¢ prébki wynosi 0,01 do 0,001l cieczy. Jest to powae ograniczenie i
dlatego wianie w chromatografii kapilarnej stosujee¢ stzesto dozowniki z dzieleniem
strumienia gazu rfmego. Taki dzielnik dozuje do kolumny tylkoeéz prébki np. 1/100 —
1/300, z& pozostata a&¢ jest usuwana na zewtnz i tracona.

Niewatpliwie najwaniejszy czgséciag skladows kazdego chromatografu gazowego jest
kolumna. To tam bowiem zachodzi gavy proces rozdziatu chromatograficznego. W celu
uzyskania jak najlepszych rozdziatéw istotne jestem, aby odpowiednio doléraodzaj
kolumny. Rozrénia st nastpujace rodzaje kolumn:

0 pakowane (kolumny z wypetnieniem): analityczne,najlakowane i preparatywne,

0 kolumny o przekroju otwartym — kapilarne.

Kolumny pakowane napetnione $azy stacjonara w catej swojej ohgjtosci. Ten rodzaj
kolumn jest najozciej stosowany do preparatywnego otrzymywania redugh ilosci
czystych zwazkow chemicznych.

Kolumny kapilarne pozwalajna osignigcie dwo wyzszych sprawngei niz kolumny
pakowane i obecnie wksza¢ analiz chromatograficznych wykonujes irzy zastosowaniu
tych wignie kolumn.. Fazy stacjonarne w kolumnach kapilenynog by¢ zaréwno
adsorbentami, jak i cieczami i mopdpy¢ osadzone ndciankach kapilar w rény sposéb.

Wyroéznia sk nastpujace rodzaje kolumn kapilarnych:
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0o WCOT (wall-coated open tubula+ kapilary zesciankami wewgtrznymi pokrytymi

nielotry ciekly faza stacjonarg; jest to najbardziej popularny typ kolumn,

o PLOT (porous layer open tubular— kapilary zesciankami pokrytymi warstw

ziaren adsorbenta,

0 SCOT gupport-coated open tubular ziarna wypetnienia pokryte $aza ciekl.
Kolumny kapilarne do GCasnajczsciej wykonane ze stopionego kwarcu czyli ditlenku
krzemu. Stopiony kwarc jest tatwy do formowaniaseyczny i duo bardziej wytrzymaty rii
inne szkia, co powodujee mazna wyprodukowé kapilary osrednicy wewstrznej od 0,1 do
1 mm i diugdci od 10 do 30 m. Kolumny kapilarne przechowuje i postaci zwoju w
uchwytach chromnrcych je przed uszkodzeniem.

Adsorbenty stosowane w chromatografii gazowe] ttsogbenty wglowe, zele
krzemionkowe, sita molekularne, polimery porow#tdsorbenty stosuje sdo analiz gazow
i weglowodoréw o niskich masachgsteczkowych.

Ciekte fazy stacjonarne w chromatografii gazoweajajczsciej:

o fazy niepolarne: wglowodory lkedace dobrymi rozpuszczalnikami substancji

niepolarnych (np. skwalan).

skwalan
2,6,10,14,18,22-heksametylotetrakozan

i e i i
CH — (CH,)y— CH— (CH,);— CH— (CH,)y— CH— (CHy);— CH—(CH,}S—(':H

|
CH, CH,

o fazy sredniopolarne: silikony, g to siloksany o rgznej masie cgsteczkowej.
Najczsciej stosujemy: polidimetylosiloksan, polimetylofgosiloksan

policyjanoalkilosiloksan.

dimetylopolisiloksan fenyvlometvlopolisiloksan cvjanometylopolisiloksan
(I;H’ 'fH; {':Ha l]:H_', :I:H, CH; | CH,
CH;—S: 0 sl— sl-cu, H, ?i—O 8i— Sli—Cﬁa CH,——fi—o —c—s!i-m s!i—cH,
o CHy (CHjn| CH,
" C=N

o fazy polarne: glikole polietylenowe (np. Carbowaxaz estry.
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poliglikol etylenowy poliadypinian glikolu etylenowego
HO—CH,—CH;—ED—CHI—CHH;O—CHFCH,OH E%—%—O—ﬁ* (C@.-E—ﬂ

o fazy polarne oparte o kopolimery styrenu i diwiry@gmzenu (np. PoraPLOT Q).

Substancje rozdzielane w kolumnie chromatograégap wykrywane przez detektor
w miar, jak eluuj z kolumny. Detektor reaguje sygnatem elektryczngen obecngt
chromatografowanego zgsku w gazie nénym opuszczarym kolumr. Detektory mana
podzielé na:

0 nieselektywne — detektory uniwersalne, reaga wszystkie sktadniki probki,

0 selektywne — reaggjna pewn grups zwigzkow, ktére maj podobne wigciwosci
chemiczne lub fizyczne,

0 specyficzne — reagupa pojedynczy zwzek chemiczny.

Najczsciej wywanym detektorem w chromatografii gazowej jedetektor
ptomieniowo-jonizacyjnyFID) (Rys.3). Jest to detektor uniwersalny, czyli ja&iory jest
czuly na prawie wszystkie zgaki organiczne. Detektor FID nie wykrywa obegétio
ZwigzkOw nieorganicznych oraz niektérych zwkéw wegla: CO, CQ, CS, HCOOH,
COCL. Dziatanie tego urgzenia opiera sina spalaniu wodoru w tlenie. Do detektora
doprowadzoneagsz butli dwa gazy: wodor i powietrze. Gazsng wyptywapgcy z kolumny
jest mieszany z wodorem i kierowany przez dysto komory, przez kt@r przeptywa
powietrze. Wodor spala ¢sitworzzc ptomien wodorowy. Skiladniki probki doprowadzane
wraz z gazem rimym do ptomienia ulegajrowniez spaleniu. Niewielka e¢&¢ (okoto
0,001%) atomow wgla w trakcie spalania ulega jonizacji. W komorzejdup sie dwie
elektrody: jedn jest dysza palnika, drgg(zbierajca) stanowi pieicien umieszczony w
odpowiedniej odlegkxri od dyszy. Powstagy prad jonowy jest wzmacniany i rejestrowany
przez potencjometr. Sygnat z detektora jest prgpoainy do liczby atoméw wgla
niezwigzanych z tlenem, co oznacza w przyblizeniu jest on réwnie proporcjonalny do

masy substanciji.
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elekiroda

L
zhierajgca
powietrze —_TI , =
Al

| dysza
| palnika

-

wiodor

wiot gazu nosnego I
Z kolumny

Rys. 3. Detektor ptomieniowi-jonizacyjny FID (J. K. Hardy, Chemical Separations, 2005).

9.4. Analiza jakasciowa i ilosciowa w GC

Chromatografia gazowa jest nieocenidachniky w chemii instrumentalnej gtownie
dlatego, & przy jej pomocy mzna przeprowadzazarowno analizy jak@iowe, jak i
ilosciowe.

Analiza jakdciowa dotyczy identyfikacji pikow odpowiadgych poszczegolnym
sktadnikom prébki i opiera sina wielk@ciach retencyjnych. Poréwnuje;sizas retencji piku
identyfikowanej substancji z czasem retencji pikwowa (chromatografowanych w
jednakowych warunkach). Istniejrowniez inne sposoby identyfikacji zwzkow w
chromatografii gazowej, a mianowicie zastosowarmiposviedniego detektora jakmowego.
W tym przypadku najezciej wykorzystuje si pofaczenie chromatografii gazowe] ze
spektromety mas (GC/MS). Oprocz parametrow retencji uktadregestruje rownig widma
mas i tym samym unitiwia przeprowadzenie kompletnej identyfikaciji.

Analizy ilosciowe w chromatografii gazowej, podobnie jak anajakasciowe, mana
takze przeprowadzana kilka sposobow. Spad r&znych metod oceny ikziowe] metoda
normalizacji wewagtrznej jest jeda z najprostszych. Wyznaczag siu procentowy udziat
wszystkich sktadnikow w probce w oparciu o obraroamatograficzny uzyskany z analizy.
Podstawowym warunkiem jest to, aby na chromatogramiajdowaty si piki wszystkich
substancji obecnych w probce. Zasada tej metodyegpolna pomiarze powierzchni
wszystkich sygnatow i sumowaniu ich. Suma wszystkpowierzchni stanowi 100 %, Za

powierzchnia kadego piku w stosunku do powierzchni sumy wszysthdtow odpowiada
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zawartdci procentowej analizowanych substancji w prébce. dbliczér wykorzystuje si

ponizszy wzor:

.'q;'
100

=
—
]

-1
Hea

Tak bytoby w przypadku, gdyby wskazania detektdeavaszystkich sktadnikow byty réwne.
Wiadomo jednakze razne detektory reagajroznym sygnatem na obec§to okreslonych
substancji. Przyktadowo wa#i® sygnatu z detektora ptomieniowo-jonizacyjnego zgaled
sktadu chemicznego analizowanego gk organicznego, gdyod tego z kolei uzakmiona
jest liczba tworgcych s¢ w ptomieniu wodorowym termojonow ¢gla. Zatem wzajemne
stosunki powierzchni poszczegolnych pikéw nigldodpowiadéd wzajemnym stosunkom
ilosciowym zwhzkéw znajdujcych sé w chromatografowanej prébce. W zwku z
powyzszym wprowadza i pewne poprawki, ktore pozwadapa wzajemne porownanie
powierzchni pikdw zanalizowanych mieszaning & tzw. wspéiczynniki korekcyjne.
Wspotczynnik korekcyjny substangjjest liczlay, ktérg nalezy pomnayé powierzchng piku,
aby otrzymé skorygowag wartas¢ wprost proporcjonaln do masy substanciji. Jako
substangj poréwnawcz przyjmuje s¢ gtdwny skladnik danej probki, a jej wspotczynnik
korekcyjny przyjmuje si rowny 1,000. Sporglzagc mieszanig wzorcowy ziozong z
rownych mas wszystkich sktadnikow analizowanej gromozna wyznacz§ wspotczynniki

korekcyjne f dla poszczegoéinych zgakow wg. wzoru:

Awz - powierzchnia piku wzorca (gtowny skiadnik w pcéb

A - powierzchnia piku substangjidla ktorej wyznaczamy wspotczynnik korekcyjny.



4. Analiza zywnosci — analiza kwaséw ttuszczowych w smalcu metodg GC 22

ll. CZ ESC DOSWIADCZALNA
1. Cel éwiczenia

Celem¢wiczenia jest przeprowadzenie triacylogliceroli otgch w probce smalcu w
estry metylowe kwaséw tluszczowych metogrzeestryfikowania (zgodnie z nogm
europejskg EN ISO 5509) a w dalszej kolejfw dokonanie analizy ikciowej tych estrow
technilg chromatografii gazowej z detektorem ptomieniowniacyjnym GC-FID z

zastosowaniem metody normalizacji weivanej.

2. Odczynniki

(]

Wodorotlenek potasu — roztwdr metanolowy gshiu okoto 2 mol/drf
0 lzooktan
o Kwasny siarczan(VI) sodu

o Roztwér smalcu w izooktanie (6.4 g/253Ym

3. Aparatura
o Probéwki miarowe z korkiem (10 éin
°  Pipety poj. 0,2 crhoraz 5 cm
o Pipetka Pasteura
o Chromatograf gazowy Perkin Elmer

0 Rejestrator

4. Przygotowanie probki do analiz

Do prob6éwki z podziakk (10 cnf) wprowadzé przy wyciu pipetki Pasteura 1 ém
probki smalcu, nagpnie doda pipety 3 ml izooktanu i wytrgsat. Wprowadzt przy wyciu
strzykawki 200 pul metanolowego roztworu wodorotlenku potasu (osti® otworzy
zatopiora amputle z odczynnikiem). Cakgé energicznie wytrgsat przez 30 sekund. Po
pocztkowym znetnieniu nasipi wydzielenie si glicerolu, a mieszanina reakcyjna stanig si
klarowna. Nasfpnie celem zneutralizowania wodorotlenku potasuaél@d roztworu ok.1 g
kwasnego siarczanu(VI) sodu — energicznie wyseg. Po opadniciu soli zebré pipetlky
Pasteura gom warstwe zawieragca estry metylowe i przendé do czystej fiolki.

Przygotowan w ten sposob prolkanalizowa technily chromatografii gazowe).
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5. Analiza wiasciwa estréw metylowych kwaséw ttuszczowych

Wydzielory frakcje estrow metylowych analizowdechnilky chromatografii gazowe;.

Warunki rozdziatu:

o

o O O o

chromatograf gazowy Perkin Elmer

kolumna kapilarna RTX 1; 20 m; 0,18 mérednica wewatrzna; 0,2um grubaé
filmu fazy ciektej;

pocztkowa temp. kolumny 120°C, narost 2°C/min do 220°C,;

temperatura dozownika 300°C;

temperatura detektora 300°C;

gaz nény Ar, 90 kPa.

6. Obstuga chromatografu gazowego

1. Wigczy przeptyw gazéw (argonu, powietrza, wodoru) popraekrecenie zaworow

na butlach znajdujcych s¢ w wiacie na zewyirz

. Wigczy¢ zasilanie chromatografu i przgizy przycisk na pozygj,ON”

3. Poczekd na pojawienie g obrazu na monitorze (ok 0.5 - 1 h)

. Wprowadzf do komputera podane %] parametry rozdzialu i poczekana

ustabilizowanie giwarunkow.

. Zapalic zapatly ptomie: detektora FID (przycisk HYDROGEN powinien ¢ by

przefczony na pozyej,ON”)
Punkty 1 - 5 wykona przyscistej kontroli prowadzgcego

6. Wigczy zasilanie rejestratora (usta@ichart-ON, line pen-ON, speed-0,25, range-1 mV)

. Wykona pierwsz analiz. W tym celu naly nabra* do strzykawki o pojemsa 10

M okreslong przez prowadzego obgtos¢ badanej probki (ok. 3 ul.) i wprowadziy

do dozownika. Analizowde sany probke 3 razy.

. Po skaiczonych analizach nale schiodzt dozownik i detektor do temperatury

pokojowej (0.5-1 h) i dopiero wtedy gma wyhczy przeptyw wszystkich gazow
poprzez zakccenie zaworu na butlach.

. Wylgczy zasilanie chromatografu i rejestratora.
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7. Opracowanie wynikow

W wyniku przeprowadzanych analiz otrzymujemy pasjacy obraz:

U {8
etektora

Odpowiedz d

Na przedstawionym powgj chromatogramie cyframi 1, 2, 3, 4, 5, 6, oznacz@stry

metylowe nasipujacych kwasow tluszczowych:

1- 16:1

2- 16:0

3- 18:1

4- 18:1| wizanie podwdjne usytuowane przymgch at. C

5- 18:1

6- 18:0

Identyfikacji dokonano metadGC-MS, poréwnujc otrzymane eksperymentalnie widma

mas z widmami literaturowymi www.lipidlibrary.co.uk. Poprawné¢ identyfikacji

udokumentowano poprzez zetenie widm mas uzyskanych w wyniku jonizacji sahsii

wigzka elektronéw o energii 70 eV (EI).
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o Widmo mas El estru metylowego kwasu 1-heksadekegoyks:1)

SPEC: kosturek.dat (03-0CT-01)
Samp :
Oper: Finnigan Study :
Base: 55.29 Masses: 45.01 > 600.03
Peak: 1000.0 mmu Intensity: 34181
Scan 4066 @ 39.04 min (EI +QI1MS LMR UP LR)
55.29
100
80
60 -
1 69.30
4 74.27
4 83,30
40
4 87.22
20 111.30
| 123.28 137 21 194,34 236
bl |h H | h i
0_|.....|II Lt |,||.K ||I||I || Al ”” || |I|||I| ks |||I||...| A ||| ALl call I ||.|I sl i
A e i B ¥ T
50 00 190 200 250

o Widmo mas EI estru metylowego kwasu heksadekano\{#g)0)

Oper: Finnigan Study * -
Bise: 74.27 Masses: 45.01 > 600.03 #Peaks‘ §é§09759
Peak: 1000.0 mmu Intensity: 2202536 RIC -
Scan 4434 @ 42.30 min (EI +QlMS LMR UP LR)
74.27
100 }
87,|22
80 1
60
40
1 s5.30
51.29
20 143.29
227.39
129.30
i 239.42
e 171 185 199 i 270
| ot o |
I LR —" ] | el gl L.
: t
lOIO 15!0 200 250




4. Analiza Zywnodci — analiza

kwasoéw ttuszczowych w smalcu metodg GC

0o Widmo mas El estru metylowego kwasu 1-oktadekenow#8:1)

Oper: Finnigan Study : Client:
Base: 55.29 Masses: 45.01 > 600.03 #Peaks:
Peak: 1000.0 mmu Intensity: 1882552 RIC
Scan 5496 @ 51.69 min (EI +Q1MS LMR UP LR)
100 o 5528
80
1 74.|26
60 87.22
1 97.|28
40
q 98:. 27
- '_.
4 110|.28
20
_ 123.24
4 124.32 180.40 222.42 264.41
] ’ ‘ 152.32 | ’
J 296
Lyl e AR .|| 1., h |‘ | ||H |||,‘|||| h”lllh l|||l..||||hl‘l|..|||IH|‘I,I.._I.II||I\| ,.I‘In i e ]]L Ii il 4..‘“.:..,.. ez el ligsn
0 e T e e s e e e e e
100 150 200 250 300
o Widmo mas EIl estru metylowego kwasu oktadekanow&g8m)
1
Samp:
Oper: Finnigan Study : Client:
Base: 74.25 Masses: 45.01 > 600.03 #Peaks:
Peak: 1000.0 mmu Intensity: 1310263 RIC
Scan 5551 @ 52.17 min (EI +QIMS LMR UP LR)
74.25
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| 101.24 298,42
R O I
L] |..,.,.'|I|.| A T e Tl s e Ll ol
(i i P et i ] s i ¥ ™1
50 100 150 200 250 300
1

26



4. Analiza zywnosci — analiza kwaséw ttuszczowych w smalcu metodg GC 27

Na podstawie chromatograméw uzyskanych z angligiek smalcu naky okresli¢
metody normalizacji wewatrznej procentowy udziat wszystkich sktadnikéw (wympoda
jako wart@¢ sredng z trzech prob). Z racji tegozinie dysponujemy odpowiednimi
wzorcami estrow metylowych kwasow ttuszczowych, Miazeniach nie nalgy uwzgkdnia
wspoétczynnikdw korekcyjnych. W opracowaniu nglepod& wszystkie obliczenia oraz
dolaczy¢ opracowane chromatogramy.
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