Zadanie 2. Analiza triglicerydéw - poréwnanie skladu kwaséw thuszczowych oleju
rzepakowego i oliwy z oliwek

1. Triglicerydy — wstep

Z chemicznego punktu widzenia tluszcze roslinne i1 zwierzece, zwykle nazywane sa
triglicerydami (chociaz prawidlowa nazwa brzmi triacyloglicerole), sa estrami kwasoéw tluszczowych
(kwasy karboksylowe, najczgséciej C12-Co4) 1 triwodorotlenowego alkoholu gliceryny. W organizmach
zywych naleza do tak zwanych lipidow, substancji o charakterze lipofilowym.

Triglicerydy speiniaja niezastapiong role jako skladnik pozywienia ssakow. Cztowiekowi
zaspakajaja  30-40%  zapotrzebowania  energetycznego  organizmu, s3  niecodzownymi
rozpuszczalnikami lipofilowych witamin a takze substratami szeregu waznych szlakow
metabolicznych m. in. syntezy hormonéw prostagladyn i fosfolipidow. Tluszcze naturalne sg tez
bardzo waznym surowcem dla przemystu chemicznego. Obok tradycyjnych kierunkéw zastosowan,
dynamicznie w ostatnich latach rozwija si¢ tak zwana oleochemia, wyznaczajac nowe perspektywiczne
kierunki zastosowan triglicerydéw: biodegradowalne nowej generacji srodki powierzchniowo czynne,
komponenty paliw motorowych, §rodkow smarowych itd.

Pelna charakterystyka triglicerydow obejmuje oznaczenie rodzaju kwaséw tluszczowych w
nich wystepujacych oraz okreslenie ich pozycji — jest zagadnieniem ztozonym. My ograniczymy si¢ do
proby oznaczenia Sredniej udziatlu poszczegdlnych kwasow karboksylowych w analizowanych
naturalnych thuszczach zwierzecych i olejach roslinnych.

W przyrodzie odkryto ponad 800 ro6znych kwasoéw thuszczowych, najczesciej jednak
spotykamy kilkanascie, wsrod ktorych dominujgce znaczenia majg niewatpliwie: kwas palmitynowy
(C16:0), stearynowy (C18:0), oleinowy (C18:1), linolowy (C18:2) i linolenowy (C10:3). Sktad danego
triglicerydu zalezy generalnie od gatunku organizmu, ktory go syntezuje, ale jest zmienny w dos¢
szerokich granicach, na co wptywaja zarowno indywidualne cechy osobnicze jak i tak prozaiczne
przyczyny jak warunki klimatyczne, sposob odzywiania, wiek organizmu.

Warto zapamigtac sobie kilka uwag z zakresu chemii naturalnych triglicerydow:

e znamienita wigkszo$¢ naturalnych kwasow thuszczowych to zwigzki o parzystej liczbie atomow wegla —
wynika to z mechanizmu biosyntezy tych zwigzkow — w kolejnych etapach dotgczane sg fragmenty C; -
acetylowe

e naturalne nienasycone kwasy tluszczowe sg zawsze sterecizomerami Cis-, co przyjeto si¢ oznacza¢ litera
Z — zuzammen (w przeciwienstwie do E — entgegen)

e kwasy nasycone, o liniowej strukturze czasteczki maja wysokie temperatury krzepnigcia (ttuszcze state
w temperaturze pokojowej!) w przeciwienstwie do swych nienasyconych, a szczegdlnie
polinienasyconych homologow

e dominujgcymi kwasami karboksylowymi o charakterze nasyconym sg oczywiscie palmitynowy (ssaki) i
stearynowy (rosliny)

o charakterystycznymi kwasami tluszczowymi wystepujgcymi w tkankach zwierzat morskich sg

polinienasycone struktury jak klupanodonowy — (Z,Z,2,7,7)-4,8,12,15,19-dokozapentaenowy



Najczgsciej wystepujace w przyrodzie i najbardziej charakterystyczne kwasy ttuszczowe:

- mastowy C4:0 butanowy

- kapronowy C6:0 heksanowy

- kaprylowy C8:0 oktanowy

- kaprynowy C10:0 dekanowy

- laurynowy C12:0 dodekanowy

- mirystynowy C14:0 tetradekanowy

- palmitynowy C16:0 heksadekanowy

- stearynowy C18:0 oktadekanowy

- arachidowy C20:0 ejkozanowy

- behenowy C22:0 dokozanowy

- lignocerowy C24:0 tetrakozanowy

- oleinowy C18:1 (2)-9-oktadekenowy
- linolowy C18:2 (Z,2)-9,12-oktadekadienowy

- erukowy C22:1

(2)-13-dokozaenowy

- rycynolowy hydroksy-C18:1 12-hydroxy-(Z)-9-oktadekaenowy
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a- linolenowy C18:3
(Z,2,2)-9,12,15-oktadekatrienowy

y-linolenowy C18:3
(Z,2,2)-6,9,12- oktadekatrienowy

Tabela. Sktad najczesciej spotykanych thuszczow zwierzecych i olejow roslinnych:

B Zawartos¢ kwasow thuszczowych [%]
Zrédlo thuszczu
16:0 18:0 18:1 18:2 18:3 Inne
Rzepak 34 1.9 59.6 18.3 10.7
Oliwka 14.2 2.0 70.0 12.6 1.0
Soja 8.9 3.9 26.7 52.0 7.6
Stonecznik 7.5 5.1 28.3 60.1 1.0
Smalec 27.5 20.1 41.2 51 0.1
Masto 30.1 10.5 25.0 2.4 2.7 C4:0-4.0; C12:0-12.6
Kokos 9.5 4.2 14.3 3.6 0.0 C12:0-48.5; C14:0-15.6
Len 4.2 3.2 27.4 16.1 46.8
Orzeszki Tunga 2.3 3.0 8.2 8.3 - 70.3-9,11,13-
oktadekatrienowy
Rycynus 1.9 1.4 5.7 6.5 0.6 83.7 — 12-hydroksy-9-
oktadekaenowy




2. Nomenklatura kwaséow tluszczowych

Stosowane sg powszechnie co najmniej 4 sposoby nazewnictwa kwasow tluszczowych. Dwa z nich juz
poznalismy: tradycyjny i systematyczny, jednoznaczny, zgodny z zasadami chemii organiczne;j.
Pozostale dwa uzywane sg raczej w chemii Zywnosci.

Bez wnikania w szczeg6ly zasady tych ,,nomenklatur” zostang podane na przyktadach.

®
a- linolenowy C18:3 y-linolenowy C18:3
18:3(w-3)PUFA 18:3(w-6)PUFA

- PUFA — Polyunsaturated fatty acid

- cyfra przy o okresla przy ktorym atomie wegla zaczynaja si¢ wigzania podwojne liczac, wbrew ogodlnie
przyjetym zasadom, od ,konca weglowodorowego” kwasu karboksylowego. Ma to duze znaczenie
fizjologiczne. Polinienasycone kwasy karboksylowe szeregu ®-6, sa niezwykle cenne dla metabolizmu
cztowieka. Kwas y-linolenowy wystepuje w oleju z wiesiolka, ale i tez w owocach czarnej porzeczki!

A
a- linolenowy C18:3 y-linolenowy C18:3
18:3A92’122’152 18:3AGZ’92’1ZZ

Niewatpliwie sposob bardziej precyzyjny, jednoznaczny.

3. Zasady analityKki triglicerydow

Ilosciowego oznaczenia udzialu poszczegolnych kwaséw tluszczowych w  probkach
triglicerydow niewatpliwie najlatwiej dokona¢ korzystajac z chromatografii gazowej. Przedtem jednak
zasadniczo zmieni¢ strukture chemiczng analizowanych zwigzkow, ,,uwalniajac” poszczegolne kwasy
karboksylowe. Gliceryng trzeba w tym zastgpi¢ innym alkoholem — monohydroksylowym. Najlepiej
metanolem. W wyniku takiego procesu metanolizy uzyskujemy estry metylowe kwasow tluszczowych
— EMKT, ktore sa potaczeniami o stosunkowo wysokiej lotnosci, ich analiza metoda GC jest mozliwa.
Opracowano kilka sposobow metanolizy triglicerydow. Najprostszy to zasadowa alkoholiza ttuszczy
metanolem:

Metanoliza triglicerydéw

(‘.‘,Hsz—CO—R1 (‘.‘.HszH
(‘JI-FO—CO—R2 + 3CH3OHM (‘:H—OH + 3R,COOCH;
CH,—O—CO—R; CH,—OH

trigliceryd gliceryna EMKT

Doskonatym katalizatorem tej reakcji, do celow analitycznych prowadzonej w nadmiarze metanolu,
jest metanolan wapnia, zwiazek stabo rozpuszczalny w mieszaninie reakcyjnej, co pozwala poddawac
analizie chromatograficznej produkty metanolizy bezposrednio po reakcji. Rzecz jasna mozna jako
katalizator stosowa¢ tradycyjnie roztwdr wodorotlenku sodu w metanolu, ale obecnos¢ NaOH w
analicie jest co najmniej ktopotliwa. Ten prosty sposoéb zawodzi, gdy analizowana probka zawiera
wolne kwasy tluszczowe. Zwigzki te dezaktywuja zasadowe katalizatory tworzgc mydta. Ponadto tym
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sposobem wolnych kwasow tluszczowych zanalizowac si¢ nie da. Pozostaje analiza tradycyjna, ktorej

poszczegoblne etapy zilustrowa¢ mozna nastepujaco:

- zmydlanie prébki wodnym roztworem wodorotlenku sodu

- rozktad mydet sodowych roztworem kwasu solnego

- ekstrakcja wolnych kwasow thuszczowych do warstwy organicznej na przyktad eterem dietylowym

- synteza estrow metylowych kwasow ttuszczowych na drodze bezposredniej reakcji z metanolem,
katalizowana kwasem Lewisa (trifluorek boru)

Bardziej zlozone procedury pozwalaja oznaczaé sktad wolnych kwaséw thuszczowych (selektywna

metanoliza azometanem) obok tych zwigzanych z gliceryna.

4. Chromatografia gazowa - GC

GC jest instrumentalng metoda rozdziatu mieszanin zwigzkow chemicznych w stanie gazowym, a wigc
takich ktore mozemy przeprowadzi¢ w stan pary bez rozktadu termicznego! Metoda daje informacje
jakosciowe 1 iloSciowe o skladzie analizowanych mieszanin z rzadko spotykanag w technice
efektywnoscig rozdzielcza.

Schemat blokowy GC-FID

Wodor
Powietrze
y
Dozownik Detektor
He, Ar, N, Injector
l Piec - Oven
\ 4
PC

Gaz nos$ny. Transportuje analizowang probke od dozownika do detektora. Wymagany inertny,
najlepszy w wigkszosci przypadkéw jest hel, ale i najdrozszy. Wplywa istotnie na efektywnos¢
rozdziatu analizowanych mieszanin. Gazy rdéznig si¢ m. in. przeciez lepkoscig, przewodnictwem
cieplnym, reaktywnos$cig chemiczna.

Dozownik. Tu wprowadza si¢ probke do uktadu analitycznego. Na przyktad mikrostrzykawka poprzez
membrang z inertnego kauczuku. W dozowniku probka odparowuje i dalej przemieszcza si¢ w
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strumieniu gazu nosnego. Dozowniki maja bardzo niekiedy ztozong konstrukcj¢ 1 spetniaja specjalne
zadania. Czesto stosowane sg automaty, tak zwane autosamplery. Istotne znaczenie ma temperatura
pracy dozownika. Za niska, nie zapewnia odparowania probki, za wysoka moze jg roztozy¢. Zwykle
nie cata wprowadzona probka do detektora poddawana jest analizie. Gaz no$ny jest dzielony i cze$é
wyprowadza si¢ na zewnatrz. Ta procedura w pewnym sensie zast¢puje rozcienczanie analizowane;j
probki do wymaganego poziomu. Stosunek podzialu strumien analizowany/strumien opuszczajacy
aparatur¢ nazywany jest splitem. Pamigtajmy! — im wigkszy split, tym mniejszy prog wykrywalnosci,
co wcale nie znaczy, ze optymalny jest jak najmniejszy.
Piec. W piecu znajduje si¢ kolumna chromatograficzna, w ktorej przebiega zasadniczy proces
rozdziatu analizowanych mieszanin. Rolg pieca jest utrzymywanie kolumny w precyzyjnie
zaprogramowanej temperaturze.
Kilka uwag odnos$nie temperatury analizy, obok rodzaju kolumny najwazniejszego parametru:

e wyzsza temperatura to krotszy czas retencji (czas analizy)

e nizsza temperatura podnosi efektywno$¢ rozdziatu

e temperatura zbyt niska to dlugi czas analizy i1 nieostre sygnaty w detektorze (,,rozwleczone” piki)

e im temperatura wyzsza tym lepko$¢ gazy wyzsza, zwigkszaja si¢ opory przeptywu przez

kolumne, spada przeptyw gazu.

Kolumny kapilarne. — ,,Sita napedowa” procesu rozdziatu substancji w kolumnie chromatograficznej
sa roznice w ich temperaturach wrzenia i fizykochemiczne oddziatywanie z materialem, zwykle
polimerowym pokrywajacym powierzchni¢ wewnetrzng kolumny, ich wzajemne powinowactwo.
Pamietajmy, wybierajac rodzaj kolumny, ze podobne oddziatuje najsilniej z podobnym. Silnie polarne
zwigzki przechodzg przez niepolarng kolumne jak przez ,,pustg rur¢” bez najmniejszej sktonnosci do
rozdzialu. Obecnie standardowo uzywa si¢ kolumn kapilarnych — sg to kwarcowe rurki o dlugosci
nawet kilkudziesigciu metréw, wewnatrz pokryte fazg aktywng a na zewnatrz elastycznym polimerem
podnoszacym ich trwato$¢ mechaniczng.

Przyktady kolumn chromatograficznych

HP — 1 — niepolarna — 100% olej metylosilikonowy, analiza weglowodoréw

HP — 5 — stabo polarna — 95% olej metylosilikonowy, 5% olej fenylosilikonowy,
aromaty, chloroalkany, odporne na wysokie temperatury, do 360°C

HP — INNOWAX — mocno polarna, zwiazki tlenowe. Pracuje do 260°C.

HP Chiral — g — Cyclodextrin - chiralna, rozdziela izomery optyczne

Parametry pracy kolumn GC:

- rodzaj wypetienia

- dlugos¢ kolumny [5 — 100 m] - length

- $rednica wewngtrzna [0,1 — 0,53 mm] — ID

- grubo$¢ fazy aktywnej [~01-05 um] — film thickness

Bardziej sprawna kolumna to: dtuga i o matej $rednicy. Ale taka kolumna to zwykle dlugi czas analizy i mniej

stabilna praca.

Detektor FID. Doskonaty detektor do analizy weglowodorow. Zasadniczym elementem detektora jest
palnik wodorowy (stad wodor 1 powietrze w naszym GC). Palacy sie ptomien wodoru w detektorze ma
okreslone, mierzone przez uktad przewodnictwo elektryczne. W chwili gdy do ptomienia dotrze ze
strumieniem gazu no$nego nasza probka, przewodnictwo gwaltownie zmienia si¢. Ta zmiana wyrazana
zwykle w mV jest zrodlem tworzenia si¢ sygnatow w detektorze, rejestrowanych nast¢pnie przez
odpowiedni uklad elektroniczny. Zasadnicze parametry pracy detektora to: temperatura, doplyw
powietrza i wodoru.

PC. Sterowanie chromatografem, rejestracja, wynikow, przetwarzanie danych



5. Analiza EMKT — wiadomosci ogélne

Podstawg analizy jest poroéwnanie chromatogramu analizowanej probki estrow metylowych kwasow
karboksylowych 1 mieszaniny wzorcowej EMKT o znanym sktadzie. Polozenie sygnatow (pikow),
estrow metylowych poszczegolnych kwasow jest identyfikowane na podstawie ich czaséw retencji —
analiza jakosciowa. Poziom sygnatu, zintegrowana powierzchnia piku, jest proporcjonalna do stezenia
analizowanego zwigzku — podstawa analizy ilo$ciowe;.

Wzorzec estrow metylowych niskoerukowego oleju rzepakowego (AOCS):

1. Kwasu mirystynowego (14:0) 1,0 %
2. Kwasu palmitynowego (16:0) 4,0 %
3. Kwasu stearynowego (18:0) 3,0%
4. Kwasu oleinowego (18:1) 60,0 %
5. Kwasu linolowego (18:2) 12,0 %
6. Kwasu linolenowego (18:3) 5,0 %
7. Kwasu arachidowego (20:0) 3,0%
8. Kwasu cis-11-eikozanowego (20:1) 1,0%
9. Kwasu behenowego (22:0) 3,0%
10. Kwasu erukowego (22:1) 5,0 %
11. Kwasu lignocerowego (24:0) 3,0%

6. Parametry ukladu chromatograficznego GC
Dozownik:

- objetos¢ dozowanej probki 1 pl

- gaz nosny: azot

- split: 1:25

- temperatura dozownika: 250°C
Kolumna:

- BP-5 MS, 30m, ID 0,25 mm

- przeptyw gazu 1 ml/min
Program temperaturowy:

- start 80°C — 6 min

- narost | 15°C/min do 170°C

- narost 11 5°C/min do 260°C
Detektor:

- temperatura 280°C

- przeptyw Hz — 40 ml/min

- przeptyw powietrza — 400 ml/min

7. Procedura analityczna

Celem ¢wiczenia jest porownanie sktadu kwasoéw thuszczowych oleju rzepakowego i oliwy z oliwek
oraz oznaczenie jakosciowe kwasow tluszczowych w badanych probkach. Student otrzymuje do
analizy trzy probki. Jedng stanowi mieszanina wzorcoOw/standardow estrow metylowch kwasoéw
thuszczowych (EMKT), drugg i trzecig Stanowig probki naturalnych triglicerydow, oleju rzepakowego
(TGR) i oliwy z oliwek (TGO). Probke mieszaniny wzorcoOw poddajemy bezposredniej analizie
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chromatograficznej, natomiast probki trojglicerydow musimy do analizy chromatograficznej
odpowiednio przygotowaé. W analizie na chromatografie gazowym probke wzorcow oznaczamy jako
SKY a probki estrow badanych kwasow tluszczowych, jako TGXY, gdzie X = O lub R, Y — nr zespotu
(jedynke ma zespot rozpoczynajgcy ¢wiczenia od Zadania 1). Wyniki analiz zapisujemy w katalogu:
C:\TC4\GC\Dane\Kurs6\.

7.1. Analiza EMKT

W zasadzie probka wzorcow estrow metylowych kwasow ttuszczowych po rozcienczeniu moze byé
bezposrednio poddawana analizie chromatograficznej. Do fiolki dodajemy okreslong ilos¢ EMKT i
rozpuszczamy w okreslonej objeto$ci heksanu (jest juz przygotowana). Analizie chromatograficznej
poddajemy 1 ul przygotowanego roztworu (patrz instrukcja obstugi GC). Metoda analizy
chromatograficznej o nazwie PUFA_GC.MTH zostatla zaprogramowana wczesniej i znajduje sie w
katalogu C:\TC4\GC\Metody\

7.2. Analiza TG

Do fiolki 0 pojemno$ci 5 ml dodajemy 20 ug oleju (potrzebny jest roztwor podstawowy), 40 pl
metanolanu sodowego i 960 ul metanolu. Fiolke szczelnie zakrecamy, wytrzasamy i umieszczamy na
10 min. w bloku grzejnym o temp. 100 °C. Po uptywie wyznaczonego czasu probke ochtadzamy do
temp. pokojowej, dodajemy 1,5 ml kwasu Lewisa (BFs w metanolu) i uzyskang mieszaning reakcyjng
ponownie umieszczamy w bloku grzejnym (10 min., 100 °C). Po tym czasie zawarto$¢ fiolki
schtadzamy 1 dodajemy 1 ml heksanu. Fiolke zakrecamy i wytrzasamy (rgcznie) przez ok. 1 min.
Nastepnie dodajemy 1 ml nasyconego roztworu NaCl, fiolkg¢ przez chwile wytrzagsamy, po czym
wirujemy przez 5 min. przy 2200xg (mozna pozostawi¢ w spokoju do swobodnego rozwarstwienia).
Nastgpnie za pomocg pipety zbieramy warstwe organiczng (goérna) i przenosimy ja do plastikowej
proboéwki Eppendorfa 2ml. Do tak uzyskanego ekstraktu dodajemy ok. 0,5 g bezwodnego siarczanu
sodowego, celem usunigcia resztek wody, wytrzasamy przez ok. 1 min, wirujemy ok. 3 min. przy
maksymalnej sile odsrodkowej, po czym nadsacz przenosimy do szklanej fiolki o pojemnosci 2 ml,
catos¢ rozpuszczalnika usuwamy za pomocg strumienia azotu. Suchg pozostatos¢ rozpuszczamy w 100
ul heksanu i 1 pl takiego roztworu poddajemy analizie chromatograficznej podobnie jak wzorce
EMKT. Obecne w probie estry metylowe kwasow thuszczowych identyfikujemy na postawie czasu
retencji w poro6wnaniu z czasami retencji wzorcoOw i danymi producenta.

8. Wyniki i wnioski

W sprawozdaniu poréwnaj uzyskane chromatogramy wzorcow i1 badanych olejéw i na podstawie
danych producenta okresl rodzaj kwasow ttuszczowych obecnych w probkach (patrz zatacznik Zadanie
I1 — TG wyniki).
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