ANALIZA SKLADU
mTLtUSZCZOWCOW

1. Identyfikacja lecytyny

Fosfatydylocholie mazna zidentyfikowa i odr&@ni¢ od innych glicerofosfoli-
pidow poprzez wskazanie jej charakterystyczngk&kadnikow, czyli choliny

i fosforanu. Dztki tym skiadnikom, tj.: fosfocholinie o charakteragdrofilnym,
lecytyna tworzy w wodzie do trwate emulsje. Lecytyna zawiera rOwhnieva-

sy tluszczowe, ich obecfbjest charakterystyczna dla wszystkich ttuszczow-
cow, zawiera teglicerol, ktéry jest sktadnikiem wszystkich gliodipidéw.

1.1. Wykrywanie choliny
Zasada:
W srodowisku silnie zasadowym lecytyna ulega hydreliziwolnior, cholire

mozna zidentyfikowa. Cholina jest czwartogglowym kationem amoniowym,
ktory w tych warunkach rozpada glo trimetyloaminy i glikolu etylenowego.
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Trimetyloamina ma charakterystyczny zapach soléekiziowej, ktory pozwa-
la zidentyfikowa& obecné¢ choliny w fosfolipidach.

Wykonanie:

* Przygotowa dwie probdéwki, do ktérych wprowadzi

— do pierwszej probdwki 5 kropli etanolowego roztwtecytyny,
— do drugiej probowki 5 kropli etanolu (préklapa).

* Do obu probéwek dodgpo 5 ml 20% roztworu NaOH.

» Ogrzewa okoto 5 minut we wrzcej tazni wodnej. Wydziela gilotna trimety-
loamina o charakterystycznym zapachu soldtddziowej, co wskazuje na
obecnd¢ choliny w analizowanej prébie.



1.2. Wykrywanie fosforanéw
Zasada:

Wykrywanie ortofosforanéw w zwikach organicznych, w tym rowriev fos-
folipidach, jest skuteczne po zmineralizowaniu gzkiu. W wyniku spalenia
prob fosforan6w organicznych w osadzie pozastignki r&znych pierwiast-
kow, take BOs. Wylugowany z osadu bezwodnik kwasu fosforowegoza-
kwaszeniu stzonym kwasem azotowym (V) reaguje z molibdenianeroran
wym, tworzc fosfomolibdenian amonowy (NHP(M0;O,0)4 - 2H,0O, czyli
(NH)3PQ, - 12M0oG; 0 barwiezottej.

H3PO4 + 12(NH4)2MOO4 + 23HNO3 — (NH4)3[P(M03010)4]|2H20l +
+ 21INH,NO3; + 2HNO; + 10H,0

Wykonanie:

« Do suchego tygla porcelanowego wprowadkiml alkoholowego roztworu
lecytyny, pod dygestorium odparogvatanol, podgrzewag tygiel na piytce
elektrycznej, po czym dod&-krotry ilos¢ mieszaniny spalagej KNOy/Na,CO;
(w stosunku 2:3) i prapstopt.

» Uzyskany stop rozpuai¢ w 2—-3 ml gogcej wody i przesczy¢. Do przegczu
dod& w nadmiarze gtonego HNQ i 2 ml 10% roztworu molibdenianu
amonu. Zawart& probéwki ogrza do wrzenia w tani wodne;.

W trakcie ogrzewania pojawiaestotto zabarwiony fosfomolibdenian amo-
nowy, ktory przy wekszych stzeniach wytisca sé w postaci krystalicznego
z0Htego osadu.

2. Wykrywanie sterydéw i karotenéw
2.1. Wykrywanie cholesterolu

Zasada:

Cholesterol (zawieragy wiazanie podwadjne) pod wptywemesbnego kwasu
siarkowego ulega odwodnieniu, a@diana jest cisteczka wody i pojawiajsie
sprzzone whzania podwojne odpowiedzialne za pojawieniebsirwy. W od-
czynie Salkowskiegopowstaje kwas disulfonowy bicholestadienu o barwie
czerwonej.



W odczynie Liebermanna-Burchardaw obecnéci kwasu siarkowego i bez-
wodnika kwasu octowego powstaje zielono zabarwikmgs monosulfonowy
bicholestadienu. Reakcja ta jest wykorzystywaloailosciowego oznaczania
cholesterolu w ptynach biologicznych.

W obu reakcjach zachodzi odwodnienigsteczek cholesterolu. Obedndla-
dow wody uniemdliwia przebieg reakcji. Analizy te nalg przeprowadzg
uzywajac suchych probowek i pipet.

Wykonanie odczynu Salkowskiego:

* Przygotowa cztery suche probowki zawiesag po 1 ml chloroformu. Doda
do nich:

— 5 kropli 2% chloroformowego roztworu cholestereldo pierwszej,
— 5 kropli rozpuszczonego masta — do drugiej,

— 5 kropli lecytyny — do trzeciej,

— 5 kropli oleju — do czwarte;j.

» Wszystkie probéwki dokltadnie wymieszprzez wytrasanie.

* Nastpnie do kadej proby podwarstwi(przez swobodne sptytie poscian-
ce pochylonej probowki) 0,5 mlegtonego kwasu siarkowego.

* Warstwa chloroformowa barwigsha kolor malinowy, natomiast dolna war-
stwa wykazuje zielanfluorescengj.

» Poréwnaj barwy poszczegolnych prob, zinterpremyskiane wyniki.



Wykonanie odczynu Liebermanna-Burcharda:

* Do suchej probowki zawiergjej 1 ml 2% chloroformowego roztworu chole-
sterolu dodéa 10 kropli bezwodnika kwasu octowego i 1 krpplezonego
kwasu siarkowego. WymieszaPojawiajca st barwa czerwona przechodzi
w barwg niebieslq, a nastpnie w zielon.

2.2. Wykrywanie hormondw steroidowych

Zasada:

Chemiczne odrfnienie nieznacznych #aic w strukturze hormonoéw steroido-
wych jest ograniczone, szczegolnie w ptynach bietogych, ktére zwykle
mieszanig wielu steroidow. Hormony steroidowe C21, ktore imraja ugrupo-
wania 14,21-dihydroksy-20-okso, czyli: 11-deoksykortyzoQriyzol i korty-
zon, wsrodowisku kwanym reakcji Portera i Silbera z fenylohydrazyworzy
3,20- lub 3,21-fenylohydrazony o barwiéttobrunatnej. Grupa 17-oksosteroi-
dow (do ktorej nalea metabolity meskich hormonow piciowych oraz niektore
nadnerczowe steroidy C19) charakteryzuje abecnécia grupy ketonowej
przy C17, ktéra wsrodowisku zasadowym reakcji Zimmermanna daje czerwo
no zabarwiony produkt kondensacji z m-dinitroberrenWszystkie estrogeny,
czyli steroidy C18: estradiol, estron, estriol, snaj swej strukturze aromatycz-
ny piescien A oraz grug hydroksylowa o charakterze fenolowym w tym pier-
scieniu, ktére w obecr$ai stzonego kwasu siarkowego i hydrochinonu tworz
barwne produkty w reakcji Kobera.

Wykonanie préby Portera i Silbera:

* Przygotowa dwie probowki zawierage po:

— 0,5 ml 0,005% etanolowego roztworu kortyzoluw-pierwszej,

— 0,5 ml etanolus(epa) — w drugiej.

» Do obu préb dodapo 1,5 ml 0,065% roztworu fenylohydrazyny w kwasie
siarkowym (62%).

* Proby ogrzewawe wrzcej tazni wodnej przez 30 minut. Dodatni odczyn jest
wowczas, gdy pojawiagiéttobrunatne zabarwienie proby.



Reakcja Zimmermanna:
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Wykonanie préby Zimmermanna:

* Przygotowad dwie probéwki zawierape po:

— 0,5 ml etanolowego roztworu androsteronu (6%4p— w pierwsze;j,

— 0,5 ml etanolus{epa) — w drugiej probowce.

» Do obu prob dodapo 0,5 ml 1% etanolowego roztworu m-dinitrobenzenu

wymiesza, po czym do obu dodao: 0,5 ml 8 M roztworu NaOH w celu za-
Ikalizowania.

« Dodatni odczyn jest wowczas, gdy pojawia Gterwone zabarwienie préby,
ktére pogtbia st w czasie przetrzymywania (do 20 min) préb anamno-
$ci w temperaturze pokojowej.

Wykonanie préby Kobera:

* Przygotowad dwie probéwki zawierage po:

— 0,5 ml 0,005% etanolowego roztworu estradiolw pierwszej,

— 0,5 ml etanolus{epa) — w drugiej probowce.

* Do obu préb dodapo 2 ml 4% roztworu hydrochinonu wegbnym kwasie
siarkowym, wymieszai wstawic do wrzicej tazni wodnej na 10 minut.



« Dodatni odczyn jest woéwczas, gdy pojawia igizowoczerwone zabarwienie
proby.

2.3. Wykrywanie witamin D i A
Zasada:

Karotenowce i witamina A wchodzav reakcg barwry z nasyconym chlorofor-
mowym roztworem chlorku antymonawego (S§)Ctlapc zabarwienie niebie-
skie, ktore w obecroi cholekalcyferolu (witaminy D) szybko przectzo

w fioletowoczerwone. Podczas wykonywania analigwaé wytacznie suchej
pipety, poniewa woda powoduje hydrolizSbCl, co przyczynia gido zatyka-
nia pipet.

Wykonanie:

* Przygotowa pie¢ suchych probowek zawiergiych po 0,5 ml nasyconego
roztworu SbG w chloroformie. Nagfpnie doda:

— 1 kropk chloroformowego roztworu witamin A+D — do pierwgze

— 1 kropk chloroformowego roztworu witaminy A — do drugiej,

— 5 kropli chloroformowego roztworu witaminy D — ttaeciej,

— 5 kropli rozpuszczonego masta — do czwartej,

— 1 kropk chloroformu §lepa) — do pitej.

» Poréwng barwy probyslepej z prébami zawierggymi witaminy oraz
tluszcz, zinterpretowauzyskane wyniki.

ODCZYNNIKI

Etanolowy roztwor lecytyny; 10% roztwoér masta (lstmalcu) w etanolu; 10%
roztwor oleju w etanolu; etanol; 20% roztwér NaOidieszanina spalaga
KNO3/NaCO; (W stosunku 2:3); stone HNQ; 10% roztwor (NH).MoOy;
chloroformowy roztwor 2% cholesterolu;egbny HSQ,; bezwodnik kwasu
octowego; etanolowy roztwér 0,005% kortyzolu; 0,26E0ztwor fenylohydra-
zyny w kwasie siarkowym (62%); etanolowy roztwédeosteronu (6x16%);
etanolowy roztwér 1% m-dinitrobenzenu; 8 M roztwdéaOH; etanolowy roz-
twor 0,005% estradiolu; 4% roztwér hydrochinonutazenym kwasie siarko-
wym; nasycony roztwér Sb&iv chloroformie; chloroformowe roztwory wita-
min: A, D i A+D.



