Praktikum Biochemie

1.5 Nachweisreaktionen fiur Fette und Bestimmung von lodzahl und
Verseifungszahl

Fette sind neben Proteinen und Kohlenhydraten eine wichtige Stoffgruppe lebender
Materie. Im Gegensatz zu den Proteinen und Kohlenhydraten |6sen sie sich jedoch
nicht in Wasser. Fette gehdren zur Stoffklasse der Lipide. Die hydrophoben
Eigenschaften sind ein gemeinsames Merkmal dieser Verbindungen. Eine
Moglichkeit zur Einteilung der Lipide gibt folgende Tabelle wieder:

Lipide
neutral polar (Lipoide)
hydrolisierbar: nicht hydrolisierbar: Phospholipide
Fettsaure-Derivate Isopren-Derivate -
Glycolipide
Fette Terpene, Carotinoide, . -
Wachse Steroide, fettldsliche Vitamine Sphingolipide

Lipide findet man u.a. als Phospholipide in der Membran tierischer Zellen. Fette
dienen dem Organismus als Energielieferant und -speicher, als Schutzmantel fir
Organe (Leber, Niere) oder als Warmeisolator.

Aufgabenstellung

Mit den bereitgestellten Untersuchungsmaterialien sind die Nachweisreaktionen
gemal} Versuchstabelle durchzufuhren sowie die Verseifungszahl und die lodzahl zu

bestimmen.

Untersuchungsmaterialien: Ol, Cholesterin, Eigelb

Stoffklasse Nachweisreaktion
Lipide Verseifungszahl
lodzahl

Cholesterin-Nachweis nach SALKOWSKI und LIEBERMANN
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a) Loslichkeitsuntersuchungen
Durchfiihrung: Zu 2 ml der nachfolgenden Lésungsmittel (Ethanol, Aceton, Petrol-

ether, Chloroform, Toluol, Wasser) wird ein Tropfen Ol gegeben, anschlieRend
geschuttelt und die Loslichkeit beobachtet.

b) Verseifung der Fette

Prinzip: Fette sind Ester und werden mittels Laugen in Glycerin und die Salze der
Fettsduren (Seifen) gespalten (,Verseifung®).

CH;-O0—-CO-R, H,C—OH K* _OOC—R1
HC—O0—-CO-R, + 3KOH ——> HC—OH + K' OOC-R,
CH;-0O—CO-R, H,C—OH K""00C—R,
Triglycerid (Fette) Glycerol Kaliumsalze
hoherer Fettsauren
(Seifen)

Durchfiihrung: Man versetzt 5 Tropfen Ol mit 10 ml alkoholischer Kalilauge
(Schutzbrille!) und erwarmt 2 min im siedendem Wasserbad, kuhlt ab und verteilt die
Ldsung auf 4 Reagenzglaser. Man gibt zum

1. Glas 2 ml Wasser

2. Glas 1 ml 2%ige CaCl,-L6sung

3. Glas 0,3 ml 5%ige Bleiacetat-Losung (Vorsicht, Gift!)
4. Glas 2 M Schwefelsaure (tropfenweise)

Es bilden sich die Kaliumseife, die Calcium- und Bleiseife bzw. die freie Fettsaure.
Bleihaltige Abfalle werden getrennt gesammelt!

Reagenzien:

- 2 M alkoholische Kalilauge

- 2 M Schwefelsaure

- 2%ige CaCl,-Loésung

- 5%ige (CH3sCOO).Pb-Lbsung

c) Bestimmung der Verseifungszahl

Prinzip: Die Verseifungszahl gibt die Menge an Lauge (in mg KOH) an, die bei der
Hydrolyse von 1 g Fett zur vollstandigen Verseifung der Fettsauren verbraucht wird.
Sie liefert zugleich einen Anhaltspunkt Uber die mittlere Kettenlange der am Aufbau
des Fettes beteiligten Fettsduren. Sie erfasst sowohl die freien als auch die
veresterten Sauren in einem Fett.

Durchfiihrung: Etwa 2 g der Fettprobe werden in einem speziellen Probenglaschen
exakt eingewogen (Analysenwaage), in einen 250-ml-Erlenmeyerkolben mit Schliff
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uberfuhrt und mit genau 25 ml ethanolischer Kalilauge (Schutzbrille!) versetzt. Nach
Zugabe eines Rduhrfisches und Aufsetzen eines Ruckflusskihlers wrd dieses
Gemisch 30 min. auf der Heizplatte zum Sieden erhitzt. Anschiel3end wird die noch
warme Lésung mit einigen Tropfen Phenolphthalein versetzt und mit Salzsaure bis
zur Entfarbung des Indikators titriert. Zusatzlich ist ein Blindversuch vorzunehmen.
Berechnung der Verseifungszahl:

(b—a) 28,05
VZ =
E
a verbrauchte Salzsaure zur Ricktitration [ml]
b vebrauchte Salzsaure im Blindversuch [ml]

E Einwaage [g]

Reagenzien:

- 0,5 M ethanolische KOH (Ethanol > 90%)
- 0,5MHCI

- Phenolphthaleinldsung

d) Bestimmung der lodzahl

Prinzip: Die Reaktionsfahigkeit sowie die Konsistenz der Fette wird maligeblich
durch den Sattigungsgrad der Fettsauren beeinflusst. Durch Wasserstoffanlagerung
(Hydrierung) koénnen ungesattigte Fettsdauren in gesattigte uUberflUhrt werden
(,Fetthartung®). Zur Bestimmung des Sattigungsgrades eines Fettes wird die Addition
eines Halogens genutzt:

CHy—(CH, )~ CH=CH—(CH,);-COOH > CH;—(CH,);~CH—CH—(CH,);-COOH
+ Hal, Hal Hal

Die lodzahl gibt die Menge Halogen (berechnet in Gramm lod) an, die zur Sattigung
aller Doppelbindungen pro 100 g Fett erforderlich ist (g lod / 100 g Fett). Sie ist damit
ein Mal fur den Gehalt an ungesattigten Fettsauren.

Durchfiihrung: Etwa 0,1 g bis 0,2 g Fett werden in ein Miniaturbecherglas genau
eingewogen (Analysenwaage) und anschlie3end in einen 250-ml-Erlenmeyerkolben
mit Schliffstopfen gebracht. Nach Auflosung des Fettes in 10 ml Chloroform gibt man
genau 25 ml einer Bromldsung (Abzug! Handschuhe und Schutzbrille!) hinzu, mischt
kurz und lasst das Gemisch 2 Stunden verschlossen im Dunkeln stehen. Nach
Zugabe von 15 ml Kaliumiodidlésung wird mit Natriumthiosulfatidsung bis zur fast
vollstandigen Entfarbung titriert. Nun werden etwa 5 Tropfen einer Starkelésung
zugesetzt und bis zur Entfarbung weitertitriert. Dieser Ansatz ist in Doppel-
bestimmung durchzuflihren. Zusatzlich ist ein Blindversuch vorzunehmen.

(b—a) 1,269
E

IZ =

/N
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a verbrauchte 0,1 M Natriumthiosulfatiésung [ml]
b entsprechender Verbrauch im Blindversuch [ml]
E Einwaage [g]

Reagenzien:

- Chloroform

- Bromlésung: 5,2 ml Brz in 1 | einer 12%igen Natriumbromididsung in Methanol
- 10%ige Kaliumiodidlésung

- 2%ige Starkelésung

- 0,1 M Natriumthiosulfatlésung

Fragen:

1) Wie verhalten sich Verseifungszahl und mittlere Kettenlange der Fettsauren zu-
einander?

2) Erlautern Sie die Rolle von Natriumbromid, Kaliumiodid, Starke und Natriumthio-
sulfat bei der lodzahlbestimmung. Formulieren Sie die Reaktionsgleichung.

3) Leiten Sie die Faktoren 1,269 fur die lodzahlbestimmung und 28,05 fir die Ver-
seifungszahl in den entsprechenden Formeln her.

4) Warum sind flissige Fette gegentber Oxidationseinflissen besonders gefahrdet?

e) Cholesterin-Nachweis nach SALKOWSKI und LIEBERMANN

Prinzip: Aus Cholesterin entsteht nach Zugabe von konz. Schwefelsaure unter
Wasserabspaltung Bicholestadien, welches ein oder zwei Molekule Schwefelsaure
anlagern kann. Die Bicholestadiendisulfonsaure stellt eine rote Verbindung dar
(SALKOWSKI-Reaktion), die Bicholestadienmonosulfonsaure ist grin (LIEBER-
MANN-Reaktion), Essigsaureanhydrid dient als Lésungsmittel und zur Entfernung
des gebildeten Wassers.

2 X
HO

Bicholestadiensulfonsaure
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Durchfiihrung:

Cholesterin-Isolation aus Hiihnerei

Aus einem hartgekochten Hihnerei wird das Eigelb isoliert, zerkleinert und in einem
200-ml-Erlenmeyerkolben unter Ruhren mit 50 ml Chloroform (Abzug!) extrahiert.
Das Eigelb wird durch einen mittleren chloroformfeuchten Filter vom Extrakt getrennt.
Letzterer wird am Rotationsverdampfer auf ein Volumen von ca. 20 ml eingeengt. Mit
dieser Lésung werden die oben genannten Nachweise durchgefihrt, wobei mit dem
Blindwert zu vergleichen ist.

Nachweis nach SALKOWSKI
Einige Cholesterinkristalle werden in 1 ml Chloroform geldst und vorsichtig mit 1 ml
konz. Schwefelsaure (Schutzbrille!) unterschichtet. Es entsteht ein roter Ring.

Nachweis nach LIEBERMANN

Einige Cholesterinkristalle (Wasserspuren stéren) werden in 1 ml Chloroform gel6st,
mit einigen Tropfen konz. Schwefelsaure (Schutzbrille!) und danach mit einigen
Tropfen Essigsaureanhydrid versetzt. Bei vorsichtigem Schuitteln wird die Lésung
kurz rotviolett, dann blau und spater dunkelgrin.

Reagenzien:

- Chloroform

- konz. Schwefelsaure
- Essigsaureanhydrid
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