Uloha 6 — Lipidy a jejich analyza.
Princip ulohy

jména:

obor: datum provedeni:

prilohy protokolu: nejsou

OKRUHY K PRIPRAVE

Lipidy a jejich slozky. Analyza lipidi. Cislo zmydelnéni, &islo kyselosti, esterové ¢islo. Chemické
vypocty.

PRINCIP ULOHY

A. Titrac¢ni stanoveni tukovych cisel.

Lipidy jsou dulezité pfirodni latky nerozpustné ve vodé, které spolu s proteiny, sacharidy a nukleovymi
kyselinami tvoii zakladni slozky vSech zivych organismi. Lipidy plni fadu funkci: jsou pottebné pro
stavbu bunéénych struktur a tké&ni, jsou zdrojem energie, chrani organismus pfed mechanickym
poskozenim i tepelnymi ztratami, Gi¢astni se stavby nervovych bunék a obaluji nervova vlakna. Také
vytvari prostiedi, ve kterém se rozpoustéji biologicky vyznamné nepolarni latky (vitaminy, hormony,
1é¢iva nebo barviva). Mezi lipidy patii pfedevsim tuky, oleje a vosky, ale nékteré lipidy samy funguji
jako vitaminy nebo hormony.

Tuky jsou z chemického hlediska estery vySSich monokarboxylovych kyselin (mastnych kyselin)
s trojsytnym alkoholem glycerolem. Pokud jsou v§echny hydroxylové skupiny glycerolu esterifikovany
mastnymi kyselinami, jedna se o triacylglyceroly neboli triglyceridy. Tyto latky jsou hlavni slozkou
rostlinnych oleji a zivoc¢isnych tukti. Podobné existuji také diglyceridy s dvéma esterové vazanymi
kyselinami na molekulu glycerolu nebo monoglyceridy s pouze jednou esterové vazanou kyselinou.
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Pro charakterizaci vlastnosti a jakosti tukti a olejii se dfive Casto pouzivalo a dnes jesté pouziva stanoveni
tukovych ¢isel. Vlastnosti tuki vyjadiené hodnotou uréitého tukového Cisla lze vSak dnes urcit
objektivnéji a konkrétné€ji modernéjsimi metodami, jako je naptiklad plynova nebo vysokoucinna
kapalinova chromatografie. Klasicky zptisob stanoveni mnohych tukovych ¢isel je zaloZen na principu
titrace. Mezi nejbéznéji stanovena tukova Cisla patti Cislo zmydelnéni, ¢islo kyselosti a esterové ¢islo.

Cislo zmydelnéni je definovano jako hmotnost KOH (v mg) potiebného k neutralizaci volnych
i esterové vazanych mastnych kyselin, které jsou ptitomny v 1 gramu tuku. Cislo zmydelnéni dostalo
svilj nazev podle mydla, které se reakci tukil s hydroxidy vyrabi. Cislo zmydelnéni je ukazatelem
vyjadfujicim obsah veskerych mastnych kyselin ve vzorku tuku a je nepiimo umérné délkam fetézct
mastnych kyselin. Cisla zmydelnéni tukii jakozto esterti delich mastnych kyselin jsou tim pAdem nizsi
nez ¢isla zmydelnéni tukil, které jsou estery kyselin s kratkym fetézcem. Cislo zmydeln&ni se bézné
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pouziva pro stanoveni Cistoty tuki a oleji a jeho znalost je dileZita i v procesu odstraiovani volné
kyselosti pfi zpracovavani tukda.

Cislo kyselosti udava hmotnost KOH (v mg), ktery je potiebny k neutralizaci volnych kyselin
obsazenych v 1 gramu tuku. Je tak ukazatelem vyjadiujicim obsah pouze volnych mastnych kyselin.
Jedné se o uzitecny a jednoduchy ukazatel Cerstvosti tukil, protoze v Cerstvé zpracovanych tucich je
mnozstvi volnych mastnych kyselin velmi nizké, zatimco s postupem casu (kvili rozkladu glycerida)
toto mnoZzstvi roste.

Dle Ministerstva zemédé€lstvi smi byt naptiklad u rostlinnych jedlych tukl a oleji maximalni ptipustné
¢islo kyselosti 0,6 mg KOH/g, zatimco pro margarin je maximalni pfipustnd hodnota 2 mg KOH/g.

Esterové Cislo je definovano jako hmotnost KOH (v mg), ktery je potfebny k neutralizaci esterove
vazanych mastnych kyselin obsazenych v 1 gramu tuku. Lze je tedy vypocitat jako rozdil cisla
zmydelnéni a Cisla kyselosti (esterové ¢. = ¢. zmydelnéni — €. kyselosti).

Existuji 1 jina tukova Cisla, jejichz hodnota dale charakterizuje dané vzorky tukt. Naptiklad peroxidové ¢islo
popisujici obsah polarnich latek spojenych s tvorbou hydroperoxidi (tento tidaj tak popisuje stupenn zluklosti tuki).
Dalsim cislem je jodové Cislo, které je méfitkem (ne)nasycenosti tuku (oleje), jelikoZ popisuje obsah dvojnych
vazeb, nebo hydroxylové ¢islo popisujici obsah hydroxylovych skupin. Pro stanoveni hydroxylového ¢isla je
nutné acetylovat parcidlni estery glycerolu. V acetylovaném vzorku se poté stanovi ¢islo zmydelnéni
a hydroxylové ¢islo se vypocita jako rozdil ¢isel zmydelnéni acetylovaného a ptivodniho tuku.

Pro ¢cislo kyselosti se standardné vyuziva alkalimetrickd titrace roztokem hydroxidu, zatimco pro
stanoveni Cisla zmydelnéni se vyuziva acidimetrickd titrace nadbytku hydroxidu roztokem kyseliny
(HCI). V tomto cviceni se béhem stanoveni ¢isla zmydelnéni ptida nadbytek HCI do stanovované smési,
coz umozni opét titrovat alkalimetricky. Pro stanoveni obou ¢isel se tak bude analyt titrovat odmérnym
ethanolickym roztokem NaOH (kvili nerozpustnosti tukd ve vod¢€ nelze pouzit vodny roztok
hydroxidu). Jelikoz jsou tukova cisla vztazena k hmotnosti KOH, bude ziskana spotfeba latkového
mnozstvi NaOH pfevedena vypoctem na hmotnostni spotfebu KOH.
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PRAKTICKA CAST A. Titraéni stanoveni tukovych &isel.

Material a vybaveni:

vzorek tuku (sadlo, maslo, olej)

ethanolicky roztok NaOH (c = 0,5 mol/l)

ethanolicky (voda a ethanol v poméru 1:1) roztok NaOH (¢ = 0,05 mol/l)

kyselina chlorovodikova HCI (c = 0,5 mol/l)

0,5% roztok fenolftaleinu v ethanolu

50% ethanol

zkumavky, Pasteurovy pipety, sklenéné pipety, varic, hrnec, kruhovy stojan na zkumavky, sklenena tycinka nebo
homogenizator, odmérny valec, predvazky, kadinky, [Zicka, titracni banky, byreta

Postup:

Nasledujici stanoveni ¢isla zmydelnéni a Cisla kyselosti provadéjte postupné, nikoliv paralelné (nejdiive
proved’te stanoveni jednoho tukového Cisla a az po ziskani pfislusnych dat za¢néte se stanovenim dalsiho
tukového ¢isla).

Stanoveni ¢isla zmydelnéni:

Nasledujici postup proved'te paraleln¢ dvakrat pro kazdy vzorek tuku!

Navazte 0,2 g vzorku tuku a dejte jej do vysSi sklenéné zkumavky, nasledné€ pridejte 5 ml
0,5 mol/l roztoku NaOH. Vzniklou smés zahtivejte alesponn 20 minut na horké vodni lazni (zahtivejte
opatrné pravidelnou regulaci vaftice, at’ nedochazi k agresivnimu bublani smési). Poté obsah zkumavky
prelijte do titracni banky a pfidejte do ni 5 kapek roztoku fenolftaleinu (vznikne rGzové zbarveni).
Nasledné pridejte ptesné 5 ml 0,5 mol/l HCI (roztok se odbarvi). Je potfeba smes dikladné promichat,
aby se odbarvily i vznikl¢ srazeniny mydla. Po odbarveni smés titrujte 0,05 mol/l NaOH do trvale
ruzového zbarveni (stalého alespon 30 s).

Taktéz zjistéte spottebu NaOH na slepy pokus a to ndsledovné: 5 ml 0,5 mol/l roztoku NaOH zahftejte
na horké vodni 14zni, roztok prelijte do titrac¢ni banky a ptidejte do n&j 5 kapek roztoku fenolftaleinu
(vznikne rdzové zbarveni) a presné 5 ml 0,5 mol/l HCI (roztok se odbarvi). Nasledné smés titrujte
0,05 mol/l NaOH do trvale rizového zbarveni (stalého alespon 30 s). Opét provedte dvakrat — prumér
ziskanych hodnot bude slouzit jako reference pro spotfeby hydroxidu u vzork sadla, masla i oleje.

Stanoveni ¢isla kyselosti:

Nasledujici postup proved’te paraleln€ dvakrat pro kazdy vzorek tuku!

Jelikoz je Cislo kyselosti vyrazné nizsi nez ¢islo zmydelnéni, je pro jeho stanoveni nutné pouzit vétsi
mnozstvi vzorku tuku. Proto do vyssi sklenéné zkumavky navazte 5,0 g vzorku tuku a ohfejte/rozpust’te
jej na horké vodni lazni, na které vzorek zahtivejte alesponn dal§ich 10 minut (zahfivejte opatrné
pravidelnou regulaci varice, at’ nedochdzi k agresivnimu bublani smési). Nasledné obsah zkumavky
prelijte do titra¢ni banky a ptidejte 15 ml 50% ethanolu, 5 kapek roztoku fenolftaleinu a co nejrychleji
titruje 0,05 mol/l roztokem NaOH do trvale riizového zbarveni (stalého alespon 30 s).

Taktéz zjistéte spotiecbu NaOH na slepy pokus a to nasledovné: Do titracni banky pfidejte 15 ml
50% ethanolu a 5 kapek roztoku fenolftaleinu. Nasledné smés titrujte 0,05 mol/l NaOH do trvale
ruzového zbarveni (stalého alespon 30 s). Opét proved’te dvakrat — primér ziskanych hodnot bude
slouzit jako reference pro spotteby hydroxidu u vzorkl sadla, masla i oleje.

Pozor: U stanoveni Cisla kyselosti je spotfeba hydroxidu velmi nizk4 a u pfislusného slepého vzorku je
spotieba témér nulova, proto titrujte opatrné!

Stanoveni esterového ¢isla:
V ¢asti ,,vyhodnoceni“ vypocitejte esterové ¢islo jako rozdil ¢isla zmydelnéni a ¢isla kyselosti.
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Vyhodnoceni:
Zapiste experimentalné zjisténé spotieby roztoku NaOH do tabulky niZze.
Vzorek tuku 1. spotieba [ml] 2. spotieba [ml] | Primeérna spotteba [ml]
cislo sadlo
zmydelnéni maslo
olej
slepy pokus
Vzorek tuku 1. spotieba [ml] | 2. spotieba [ml] | Primérna spotieba [ml]
cislo sadlo
Kyselosti maslo
olej
slepy pokus

Stanoveni &isla zmvydelnéni:

Odectéte hodnotu primérné spotieby roztoku NaOH u slepého pokusu od hodnoty primérné spotieby
pro vzorek sadla, masla i oleje. Ziskané objemy =zapiSte nize a vypocitejte latkové mnozstvi
spotiebovaného NaOH. Vzhledem k tomu, Ze jsou tukova Cisla vztazena k mnozstvi KOH a oba
hydroxidy reaguji pfi stanoveni stejnym zptsobem, je mozné z latkového mnozstvi NaOH a relativni
molekulové hmotnosti KOH vypocitat hmotnost teoreticky spotfebovaného KOH.

Sadlo: ml 0,05 mol/l NaOH mmol NaOH mg KOH
Maslo: ml 0,05 mol/l NaOH mmol NaOH mg KOH
Olej: ml 0,05 mol/l NaOH mmol NaOH mg KOH

Vypoctené hmotnosti odpovidaji mnozstvi KOH pottebnému ke zmydelnéni (neutralizaci volnych
a esterové vazanych mastnych kyselin) 0,2 g navazky tuku. Pro ziskani ¢isla zmydelnéni pieved'te
hmotnost spotiebovaného KOH na 1 g tuku.

Cislo zmydelnéni pro sadlo: [mg/g]
Cislo zmydeln&ni pro maslo: [mg/g]
Cislo zmydeln&ni pro olej: [mg/g]

Stanoveni Cisla kyselosti:

Odectéte hodnotu primérné spotieby roztoku NaOH u slepého pokusu od hodnoty primérné spotieby
pro vzorek sadla, masla i oleje. Ziskané¢ objemy zapiSte niZze a vypocitejte latkové mnozstvi
spotiebovaného NaOH. Vzhledem k tomu, Ze jsou tukova Cisla vztazena k mnozstvi KOH a oba
hydroxidy reaguji pfi stanoveni stejnym zptsobem, je mozné z latkového mnozstvi NaOH a relativni
molekulové hmotnosti KOH vypocitat hmotnost teoreticky spotfebovaného KOH.

Sadlo: ml 0,05 mol/l NaOH mmol NaOH mg KOH
Maslo: ml 0,05 mol/l NaOH mmol NaOH mg KOH
Olej: ml 0,05 mol/l NaOH mmol NaOH mg KOH
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Vypoctené hmotnosti odpovidaji mnozstvi KOH potfebnému na neutralizaci volnych organickych

kyselin v 5 g navazce tuku. Pro ziskani ¢isla kyselosti pfeved’te hmotnost spotfebovaného KOHna 1 g
tuku.

Cislo kyselosti pro sadlo: [mg/g]
Cislo kyselosti pro méslo: [mg/g]
Cislo kyselosti pro olej: [mg/g]

Stanoveni esterového éisla:

Esterové cCislo vyjadfuje obsah esterové vazanych mastnych kyselin a vypocita se jako rozdil Cisla
zmydelnéni a Cisla kyselosti.

Esterové ¢islo pro sadlo: [mg/g]
Esterové ¢islo pro maslo: [mg/g]
Esterové ¢islo pro olej: [mg/g]
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KONTROLNI LIST

jména:
obor: datum provedeni:
ULOHA 6A
Vzorek tuku 1. spotieba [ml] | 2. spotieba [ml]
cislo sadlo
zmydelnéni maslo
olej
slepy pokus

Podpis vedouciho cviceni:

Vzorek tuku 1. spotfeba [ml] | 2. spotieba [ml]
dislo sdlo
kyselosti maslo
olej
slepy pokus

Podpis vedouciho cviceni:



