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Celemc¢wiczenia jest wykonanie analizy profilu kwasow #asowych zzoéttka jajka
kurzego przy zastosowaniu dwéch metod:
1. ekstrakcja lipidow metad~olcha i nagfpnie zasadowa transestryfikacja,
2. bezpérednia zasadowa transestryfikacja lipidow bez egszej ekstrakcji z probki.
Studenci pracgjw 2 grupach, z ktorych kda wykonuje analiz profilu kwaséw
ttuszczowych wybran metod,. Po wykonaniu analiz natg poréwnd& i skomentowa

uzyskane wyniki.

Uwaga:

Szkio laboratoryjne (pipety, cylindry, lejkiyywane jedynie do czystych lotnych rozpuszczalnde@anicznych
po wysuszeniu jest nadal czyste. Szklo laborateryipwane do prébki lipiddw natg po zakdéczeniu analiz
doktadnie umy w roztworze detergentu, doktadnie wypkiikavysuszy. Prosz podpisywa szkito laboratoryjne
pisakiem do szkta, aby zapobiec ewentualnym pomyiko

Bloczek grzejny naty wczéniej (na pocztku wykonywanig@wiczenia) ustawi oraz ustabilizowéatemperatug

50 °C (ustawienie poktta na regulatorze mocy pogaizy 0 a 1).

1. Ekstrakcja lipidow z z6ttka jajka kurzego metoda Folcha

Odwazy¢ okoto 20 mg liofilizatuzottka z doktadnéciag do 0,1 mg i zanotowtiamasg
probki. Przeni& ilosciowo probk do probowki szklanej o obj. 25 ml z dopasowanym
korkiem.

Do prébowki odmierzg 20 ml roztworu chloroform-metanol (2:1), ngstie doda
0,2 mlroztworu wzorca wewgtrznego - n-dokozanu oegeniu ¢ = 10 mg/ml i zawarsé
wymiesz& poprzez intensywne wstzanie a nagpnie mieszanie przyzyciu Vortexu (3
min). Ekstrahowa probke w ciggu 15 min na tani ultradzwickowej w temp. pokojoweg

nastpnie powtornie wymiesza3 min) i ponownie ekstrahowg15 min). Probowk do tazni
ultradzwickowej naley wstawt w napetnionym woglszklanym cylindrze.

Do probéwki odmierz§ 4 ml 0,9% roztworu NaCl, zawakd wymiesza poprzez
intensywne wstrgsanie (3 min) a naginie pozostawi do catkowitego rozdzielenia ¢si
warstw. Za pomag pipety o obj. 5 ml naley ostraznie catkowicieusury¢ warstwe wodmg
(g6rm). Dolng warstwe chloroformowo-metanoloyv zawierajca wyekstrahowane lipidy
nalezy wysuszy za pomog bezwodnego siarczanu sodu, papes¢ i wprowadzé do kolbki.
Ekstrakt naley odparowd do sucha za pomgc wyparki obrotowej w temp.
nieprzekraczapej 40 °C.



Potrzebne szkio i odczynniki:

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

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

maty stoik szklany,

bagietka szklana,

pipeta Pasteura,

pompka do pipet,

2 cylindry szklane o obj. 10 ml oraz 2 dopasowam@idh male lejki,
préboéwka szklana o obj. 25 ml zamykana plastikovikgmkiem,
cylinder szklany,

pipeta o obj. 5 ml ( érednicy zew. mniejszej agrednica wew. probowki),
kolbka z dnem konicznym o obj. 50 ml z korkiem sziim,

sredni lejek pasugy do kolbki,

pisak do szkia,

roztwér wzorca wewgtrznegon-dokozanu w heksanie ¢ = 10 mg/ml.

2. Transestryfikacja probki lipidow

Uwaga:

Reakcja z fyciem roztworu metanolanu sodu wymaga bezwodnycturkéw, co oznaczaze naley
przechowywégo w zakgconym naczyniu i szybko pobiéridealnie such pipetz; rowniez probka lipidow musi

by¢ sucha. Nalgy pamgtac, ze po otworzeniu naczynia roztwdr chtonie wilgopowietrza.

Proble wydzielonych lipidow (o masie do 50 mg), rozpusrgzeh w 1 ml toluenu,
nalezy przenig¢ do probowki o obj. 15 ml zamykanej plastikowym lkiem. Do probki
doda& za pomog suchej pipety 2 ml roztworu 0,5 M metanolanu sadubezwodnym
metanolu. Roztwor natg ogrzewa w bloczku grzejnym w temperaturze 50 °C woci 10
min. Po zakaczeniu reakcji transestryfikacji probknalery ochtodzé, dod& 5 ml 2%
wodnego roztworu kwasu octowego i intensywnie wyng& Po zobagjtnieniu probki nalgy
wyekstrahowé uzyskane estry metylowe kwaséw tluszczowych papraetensywig
ekstrakag heksanem (5 ml) z fazy metanolowo-wodneywajac pipety do ostrenego
wydzielenia warstwy heksanowej (gornej) po rozdzial s¢ warstw. Naley pobra& jedynie
warstwe goérmg nie naruszag warstwy dolnej; w razie trudéo mazna zostawd odrobire
warstwy gornej w probowce ze wezdl na toze do analizy iléciowej zastosowano wzorzec
wewretrzny dodany na pogikowym etapie procedury wyoghniania i spochadniania
probki. Ekstrakaj nalezy powtorzy (5 ml heksanu). Pgézone ekstrakty heksanowe ngle
wysuszy za pomog bezwodnego siarczanu sodu, pgzesc | zakzy¢é na wyparce obrotowej

do obgtosci okoto 1 ml.



Potrzebne szkio i odczynniki:

2 prébéwki szklane o obj. 15 ml zamykana plastikowkorkiem,

2 pipety 0 obj. 5 ml ( érednicy zew. mniejszej akrednica wew. probowki),
pipeta o obj. 5 ml,

pompka do pipet,

2 kolbki z dnem konicznym o obj. 50 ml z korkienkismym,

2 érednie lejki do przegzenia ekstraktu heksanowego pasejdo kolbki

2 cylindry szklane o obj. 10 ml oraz 2 dopasowam@idh mate lejki

tyzka,

reduktor pasucy do kolbki

0,5 M roztwér metanolanu sodu w metanolu (wykonpagrzez rozpuszczenie 1,4 g sodu w 50 ml bezwodnego
metanolu)

2% wodny roztwoér kwasu octowego (100 ml)

heksan destylowany (50 ml)

toluen destylowany (50 ml)

bezwodny siarczan sodu,

sgczki

3. Bezpdrednia transestryfikacja lipidow

Zwazy¢ zakecane szklane naczynko o efgsci 4 ml z doktadnécia do 0,1 mg.
Wprowadz¢ do naczynka okoto 20 mgobttka. Pobrag préblke zottka naley zwazy¢ z
doktadndcig do 0,1 mg i masprobki zanotowa

Nastpnie do probki dodal ml toluenu oraz 0,2 nmbztworu wzorca wewgirznego -
n-dokozanu o sgteniu ¢ = 10 mg/ml. Do prébki dodaza pomog suchej pipety 2 ml
roztworu 0,5 M metanolanu sodu w bezwodnym metaniitensywnie wymiesza Roztwor
naleey ogrzewa w bloczku grzejnym w temperaturze 50 °C wggei 10 min, naspnie
podd& dziataniu tani ultradzwickowej przez 5 minut i ponownie ogrzetvav bloczku
grzejnym w temperaturze 50 °C wagu 10 min okazjonalnie wstfgapc.

Po zakaczeniu reakcji transestryfikacji prébknaleey ochtodzé i dalej naley
postpowa wedtug proceduryransestryfikacji probki lipidow(punkt 2), z tym,ze naley
przenig¢ problke do probowki o obj. 15 ml zamykanej plastikowym lkem w celu

ekstrakcji estrow metylowych.

Potrzebne szkio i odczynniki:
pipeta Pasteura,

zakrcane szklane naczynko o efaisci 4 ml.



4. Analiza chromatograficzna GC-FID

Uwaga:
Chromatograf gazowy nale wczéniej (na pocatku wykonywanig@wiczenia) wgczy¢ i przygotowa do analiz.

Analizy chromatograficzneysitugotrwate — naléy dobrze rozplanowgich wykonanie.

Nalezy wykona nastpujace analizy chromatograficzne:
1. analiz roztworu wzorca wewsirznego o stzeniu ¢ = 1 mg/ml w celu oznaczenia jego
czasu retencji,
2. analiz wzorcowego roztworu estrow metylowych kwasow tazmvych w celu
oznaczenia ich czasow retencji,
3. analizy przygotowanych probek lipidowattka jaja kurzego,
4. analiz roztworu wzorca cholesterolu g&tniu ¢ = 1 mg/ml w celu oznaczenia jego czasu

retenciji.

Warunki pracy chromatografu gazowego fir@ Instruments:
—kolumna kapilarna RTX-5, diugé 25 m,srednica wewsgtrzna 0,25 mm,
—temperatura dozownika 320 °C, temperatura detel@0e’C,
— analiza w warunkach programowanej temperaturyrkaly od 170 °C do 240 °C, narost
temperatury 4 °C/min, a ngphie od 240 °C do 320 °C, narost temperatury 8 #IG/m
izotermicznie 10 min,
—gaz naény - argon, dnienie gazu nimego 90 kPa,
—detektor ptomieniowo - jonizacyjny FID,
—objetos¢ dozowania probki ~4l,
Warunki pracy chromatografu gazowego firmgwlett-Packard 5890
—kolumna kapilarna DB-5, dtugé 12,5 m,srednica wewstrzna 0,25 mm,
—temperatura dozownika 300 °C, temperatura deteld@®C,
— analiza w warunkach programowanej temperaturyrkaly od 140 °C do 290 °C, narost
temperatury 4 °C/min,
—gaz n@ny - argon,
—detektor ptomieniowo - jonizacyjny FID,
—objetos¢ dozowania probki ~4l,

— metoda rejestracji chromatogramow - Method 40.



Potrzebne szkio i odczynniki:

chlorek metylenu do mycia strzykawki chromatografiej (25 ml),

strzykawka chromatograficzna filDoraz 100ul,

roztwér wzorcowy estrow metylowych kwasow ttuszcyotv oznaczony ,jajko I”,
roztwér wzorca wewgtrznegon-dokozanu w toluenie ¢ = 1 mg/ml,

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

5. Opracowanie wynikéw analiz
Po wykonaniu analiz natg:
1. zidentyfikow& estry metylowe kwasow ttuszczowych oraz cholesterbadanej probce,
2. okreli¢ zawartd¢ kwasow ttuszczowych oraz cholesterolu w przeliazera mas zoéttka,
3. obliczy¢ zawartd¢ procentowy kwaséw ttuszczowych w sumie kwasow tluszczowych,
4. porowna profile kwasow tluszczowych z lipidowoitka jajka kurzego oznaczone 2
réznymi metodami i przedyskutowavyniki,
5. poréwné uzyskane profile kwaséw ttuszczowych z chromatogmai zamieszczonymi na
rys. 1 w czsci teoretycznejAnaliza lipidow oraz na rys. 1 i 2 w higcej instrukcji;
przedyskutowa wptyw warunkow chromatograficznych na uzyskaniedmelenia pikéw
chromatograficznych,

Prawidiowo wykonane sprawozdanie powinno zawigretry dokumentagj analizy
jakosciowej oraz ilgciowej (naley zabczy¢ uzyskane chromatogramy wraz z odpowiednim

opisem, patrz rys. 1; nalg pod& i porowna& czasy retencji wzorcow i analitow).

Zagadnienia do przygotowania:

1. Chromatografia gazowa - teoria procesu chromaficgnego, sprt, dobieranie
warunkéw analizy, analiza $oiowa i jakagciowa.

2. Lipidy — definicja, wysfpowanie, budowa, nomenklatura.

3. Analiza lipidow.

4. Reakcje hydrolizy, estryfikacji i transestryfdjia

5. Procedura analizy kwasow ttuszczowyctoltka jajka kurzego.
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Rys. 1. Przyktadowy chromatogram GC-FID roztworwwmwowego estrow metylowych kwaséw ttuszczowych
oraz cholesterolu. Chromatograf gazowy firmy Hetsdckard 5890. Kolumna kapilarna DB-5 (faza
stacjonarna niepolarna), 12,5 0,25 mm; 0,25um grubac¢ filmu fazy stacjonarnej. Analiza w warunkach

programowanej temp. od 140 °C do 290 °C, narostmiiC
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Rys. 2. Przyktadowy chromatogram GC-FID roztworwvwewego estréw metylowych kwaséw tluszczowych.
Chromatograf gazowy firmy CE Instruments. Kolummikarna RTX-5 (faza stacjonarna niepolarna), 28 m
0,25 mm; 0,25um gruba¢ filmu fazy stacjonarnej. Analiza w warunkach progowanej temp. od 170 °C do
240 °C, narost temperatury 4 °C/min, a gpste od 240 °C do 320 °C, narost temperatury 8 &/m

izotermicznie 10 min.



