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LIPIDIOS EXPERIMENTAL

META

Apresentar ao aluno os lipidios no laboratdrio.

OBJETIVOS

Ao final desta aula, o aluno devera:

saber identificar um lipidio no laboratério. Saber diferenciar entre lipidio saponificavel e
insaponificavel. Conhecer os triacilglicerdis e as lecitinas.

PRE-REQUISITOS
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Ola aluno, na aula anterior vocé foi apresentado aos lipidios. Vocé apre-
ndeu sobre as suas estruturas e propriedades, conheceu as suas diferentes
classes, e foi introduzido as suas reagées. Hoje vamos aprender a trabalhar
com eles no laboratério. Aprender a identificar um lipidio saponificavel.
A detectar a presenga de acidos graxos. Além de extrair e caracterizar as
lecitinas da gema de ovo.

Vamos comecar entdo? Mios a obral

Os lipidios formam uma classe diversa de biomoléculas, que tem
em comum a sua insolubilidade em 4gua e sua solubilidade em solventes
organicos apolares como cloroférmio, diclorometano, éter e benzeno.
Grande parte dos lipidios apresenta acidos graxos como componentes
de sua estrutura, dentre eles as ceras, triacilglicerdis, fosfolipideos e gligo-
lipideos. Estes compostos quando aquecidos em presenca de base forte
(NaOH ou KOH) sofrem hidrélise produzindo sais de sédio ou potassio
de acidos graxos (sabdes). Por esse motivo sao denominados de lipidios
saponificaveis (Figura 1).
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Figura 01 - Reagdo de saponificagio.
Fonte: Desenhado pelo autor com o programa ChemWindows.

Os sabdes sio moléculas anfipaticas, ou seja, possuem uma cabeca
polar e um cauda apolar. Devido a esta caracteristica, em solugdes aquosas
eles formam micelas, com as caudas apolares voltadas para dentro e as
cabegas polares em contato com a agua (Figura 2). Na superficie da agua
as moléculas de sabdo se orientam com as cabegas para dentro da 4agua e
as caudas para fora, o que diminui a tensao superficial da agua. Os sabdes
também possuem propriedades emulsificantes, pois suas caudas apolares
dissolvem a gordura e suas cabegas polares se dissolvem na agua, produzindo
goticulas carregadas que se dissolvem em agua, o que auxilia na lavagem.
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Figura 02 - Micela.
Fonte: http://centros5.patic.mec.es/ies.victotia.kent/Rincon-C/Curiosid/RC-46/micelas. JPG

Por fim, os acidos graxos dos sabdes podem precipitar pela adi¢do
de acidos fracos como o acido acético, pois o acido graxo ¢ insoluvel em
agua, ou pela adicao de sais de cilcio ou magnésio, pois estes formam sais
insolavelis com os acidos graxos.

- + _
CH;3(CH,),CH=CH(CH,),CO0 K+ (CH;COOH —— CH;(CH,);CH=CH(CH,);COOH + CH;CO0 K

Oleato de Potassio Ac. Acético Ac. Oléico Acetato de Potassio

2CH;(CH,);CH=CH(CH,);COO" K + CaCl, —» [CH3(CH2)—,CH:CH(CHZ)7COO']ZCa+2 + 2KCl
Oleato de Potdssio Oleato de Calcio

Figura 03 - Precipitacdo de acidos graxos e de sabdes de calcio.
Fonte: Desenhado pelo autor com o programa ChemWindows.

241



Saponificagio e caracterizagao de triacilglicerdis

Materiais: Reagentes:
- Tubo de ensaio grande - Oleo de soja
- Conta-gotas - Hidréxido de potassio 40%
- Béquer 500 mLL - Etanol
- Pérolas de vidro - Agua destilada
- Chapa de aquecimento - Ac. Acético glacial
- Pipeta graduada 10 mL - Cloreto de calcio 10%
- 4 Tubos de ensaio - Solugio saturada de cloreto de sédio

- Bancada para tubos de ensaio
Procedimento

Em um tubo de ensaio grande adicione 15 gotas de 6leo de soja e 5,0
mL de solu¢ao de potassa alcodlica. Adicione pérolas de vidro para evitar
ebulicio tumultuosa e aqueca em banho-maria fervente por 30 min. Res-
frie o tubo, dilua com 4,0 mL de 4dgua e transfira igualmente para 4 tubos
de ensaio. (Solucio de potassa alcodlica: misturar volumes iguais de KOH
40% e etanol).

Teste de abaixamento da tensao superficial: No tubo 1 adicione 2,0 mL
de agua e agite bem a solugao. O aparecimento de espuma indica a presenca
do sabdo pelo abaixamento da tensio superficial.

Precipitagiao de acidos graxos: No tubo 2 adicione gota a gota acido
acético glacial até ndo haver mais formagao de precipitado branco. O pre-
cipitado sdo os acidos graxos.

Precipitagao de saboes de calcio: No tubo 3 adicione cloreto de calcio
10% gota a gota até o aparecimento de um precipitado branco. O precipi-
tado ¢ um sabao de calcio.

Precipitagiao de sabao por excesso de eletrélitos: No tubo 4 adicione
igual volume de solu¢ao saturada de cloreto de sédio. Observe a precipi-
tacao do sabao.
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COMENTARIO SOBRE AS ATIVIDADES

O dleo de soja é composto de lipidios, majoritariamente triacilglicerdis,
com uma pequena percentagem de acidos graxos livres e esterdides
(fitosterdides). Ao reagir com a potassa alcoodlica, os triacilglicerois
sao saponificados formando um sal de potassio dos acidos graxos e o
glicerol. Os acidos graxos livres tembém sao convertidos em sabdes.
Ao adicionar dgua e agitar observamos a reducio da tensao superficial
da 4gua, o que permite a formagdo da espuma. Adicionando acido
acético os acidos graxos, insoliveis em agua, sao precipitados. O
mesmo ocorre ao adicionarmos cloreto de calcio, pois os sais de cilcio
dos acidos graxos (saboes de calcio) sao insoluveis em agua. Por fim,
a adicdo de solugao saturada de cloreto de sédio causa precipitagao
devido a0 aumento da forca i6nica, gerando um efeito “salting-out”.

Figura 04 - Resultado dos testes para dcidos graxos.
Fonte: Fotos tiradas pelo autor.

LECITINAS

As lecitinas sao uma classe de fosfolipidios constituida de dois acidos
graxos, glicerol, acido fosfério e um alcool aminado (colina) (Figura 5).
Uma das fontes de lecitina em nossa alimentacao é a gema de ovo, podendo
esta ser extraida por tratamento com acetona e em seguida cloroférmio. A
acetona serve para desnaturar as proteinas e extrair os pigmentos presentes
na gema, além dos outros lipidios presentes, com excegao dos fosfolipidios.
O tratamento do precipitado restante com cloroférmio permite obter a
lecitina. A hidrdlise basica da lecitina libera sais de acidos graxos (sabdes),
glicerol, fosfato e colina (Figura 06).
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Figura 05 - Lecitina.
Fonte: Desenhado pelo autor com o programa ChemWindows.
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Figura 06 - Hidrolise basica da Lecitina.
Fonte: Desenhado pelo autor com o programa ChemWindows.



Isolamento e caracterizagao da Lecitina da gema de ovo

Materiais: Reagentes:
- Béquer 250 mL - 1 Gema de ovo
- Bastao de vidro - Acetona
- Funil de Buchner - Cloroférmio
- Kitassato - Agua destilada
- Adaptador de borracha - Etanol
- Bomba de vacuo - Hidréxido de s6dio 10 mol/L. (40%)
- Papel de filtro - Acido acético glacial
- Béquer 100 mL - Reagente de Lugol
- Proveta 100 mL - Molibdato de amonio em acido sulfurico
- Funil (25¢/L em H2SO4 1,5 mol/L)
- Tubo de ensaio grande
- Béquer 500 mL

- Chapa de aquecimento

- Laminas de vidro

- Tubo de ensaio

- Pegador para tudo de ensaio
- Freezer

Procedimento

Extra¢ao: Coloque 1 gema de ovo num béquer de 250 mL e adicione
30 mL de acetona. Misture fortemente com um bastao de vidro e deixe em
repouso por 5 min. Filtre a vacuo e despreze o filtrado. Retorne o sélido
para o béquer, adicione mais 20 mL de acetona e misture vigorosamente.
Deixe decantar, filtre a vacuo e despreze o filtrado. Repita esta operagao até
o solido ficar esbranquicado. Na ultima vez filtre a vicuo e depois espalhe
o solido sobre o papel de filtro com o auxilio do bastao de vidro para secar.
Transfira o solido seco para um béquer de 100 mL seco, adicione 20 mL
de CHCI,, agite bem e filtre por gravidade, com papel de filtro pregueado
recolhendo o filtrado em um tubo de ensaio grande. Retorne o precipitado
para o béquer, adicione mais 10 mL. de CHCI,, agite e filtre para o mesmo
tubo. Despreze o precipitado restante. Evapore o CHCI, na capela em
banho-maria. O liquido restante ¢ a lecitina parcialmente pura.



Caracterizagao: Adicionar 10,0 mL de etanol ao liquido obtido da
extracdo (lecitina) e adicionar 10,0 mL. de NaOH 10 mol/L. Aquegcer em
banho-maria fervente por 15 min, agitando de vez em quando com bastao
de vidro. Resfriar, adicionar 10 mL de agua destilada e acido acético glacial
até pH acido (cerca de 5,0 mL). Reaquecer por 1 min e filtrar ainda quente.
Os acidos graxos devem ficar retidos no papel. O filtrado contém colina,
fosfato e glicerol. Para detectar a colina pingue 1 gota do filtrado numa
lamina de vidro, e sobre esta 1 gota de lugol. Cubra com outra lamina e leve
ao freezer por 10 min. A presenca de colina é detectada pela formacao de
cristais (cristais de Florence). Para detectar a presenca de fosfato coloque
3,0 mL do filtrado num tubo de ensaio e adicione 1,0 mL de soluc¢do de
molibdato de am6nio em écido sulfirico (25g/1. H,SO, 1,5 mol/L). Aquega
em banho-maria por 5 min e vera a formacao do fosfomolibdato de amonio
que ¢ um precipitado amarelo.

A acetona remove compostos mais polares como as xantofilas que dao
a coloragiao da gema de ovo, a0 mesmo tempo em que desnaturam as
proteinas formando um precipitado branco. A lecitina encontra-se no
meio desse precipitado e pode ser extraida com cloroférmio devido
a sua polaridade. A reagdao de saponificagao forma os sais de acidos
graxos (sabdes) e o glicerol, entretanto diferente dos triacilglicerois
produz tambem fosfato de sédio e colina. A colina forma cristais de
Florence ao reagir com o iodo, que precipitam a baixas temperaturas. Ja
o fosfato reage com o molibdato de amo6nio em meio acido, formando
o fosfomolibdato de amonio.

Os esterdides sao uma classe de lipidios insaponificaveis, ou seja, nao
reagem com base dando sabao. O 6leo de soja contém fitoesterdides, dentre
eles se destacando o estigmasterol (Figura 7). O estigmasterol é um esteréide
vegetal presente em diversas espécies, sendo tio amplamente distribuido
que é comumente isolado por todos os fitoquimicos. Por ser tao comum
muitos brincam considerando como um rito de passagem, dizendo: “Quem
nunca isolou o sitosterol e o estigmasterol ainda nao é um fitoquimico”. Foi
isolado pela primeira vez das sementes de Phisostigma venenosum (Fava de
Calabar), e outras fontes abundantes sdo grios de soja, 6leo de café, folhas
de tabaco, dentre outras. A soja apresenta além do estigmasterol, pequenas
quantidade de B-sitosterol e campesterol.
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Figura 07 - Estigmasterol.
Fonte: Desenhado pelo autor com o programa ChemWindows.

O estigmasterol pode ser obtido a partir do 6leo de soja através de
saponificagao dos triacilgliceréis, seguida de extragao com éter do material
insaponificavel. O éter entdo é removido a pressao reduzida e substituido
por éter de petrdleo (ou hexano) saturado com vapor d agua, levando os
esterdides a precipitar. A mistura bruta de esteréides pode entdo ser puri-
ficada por cromatografia em coluna.

Isolamento do Estigmasterol do Oleo de Soja

Materiais: Reagentes:
- Balanga semi-analitica - Oleo de soja
- Baldo de fundo redondo 1,0 I. - Etanol
- Condensador de bola - Solucio de hidréxido de potassio 40%
- Manta de aquecimento - Agua destilada
- Mangueiras - Hexano

- Funil de separac¢ao 250 mL
- Agitador magnético

- Rota-evaporador

- Proveta 100 mL



Procedimento

Pese 80g de dleo de soja e adicione a um baldo de fundo redondo de 1
L, contendo 400 mL de etanol e 75g de hidréxido de potassio (previamente
dissolvido no minimo de 4gua necessario). Acople um condensador e leva
a mistura a refluxo por duas horas. Apos a saponificacdo, espere esfriar e
extraia por 3 vezes com 150 mL de éter etilico, no préprio balao, agitando
com agitador magnético e sifonando a camada de éter. Concentre o extrato
etéreo, em um rota-vapor a 40°C, até a metade do volume original, transfira
para um funil de separagdo e lave com agua destilada para eliminar o resto
da base. Concentre até a secura o extrato etéreo em um rota-vapor a 40°C.
Redissolva o residuo (material insaponificavel) em 50 mL de hexano. Bor-
bulhe vapor na solugao até atingir seu ponto de saturagao, deixe repousar
durante toda a noite, o precipitado consiste em cerca de 0,5g de esterdides,
de PE 138-144°C.

Ao saponificar o 6leo de soja os triacilglicerdis sao convertidos em sais
de sédio de acidos graxos (sabdes) e glicerol, ambos soluveis em agua.
Os lipidios insaponificaveis permanecem insoliveis em agua, podendo
ser extraidos por éter. Devido a sua polaridade, ao adicionar hexano,
muito mais apolar, os esteréides precipitam.

Como vimos, ¢ possivel diferenciar entre lipidios saponificaveis e
insaponificaveis, além de separar uma classa da outra. A caracterizagao da
presenca de acidos graxos ¢ feita por reagoes de precipita¢ao, enquanto
que outros componentes dos lipidios possuem reagdes especificas para a
sua deteccao.

Na aula de hoje aprendemos lipidios. Como diferencia lipidios saponi-
ficaveis e insaponificaveis. Como identificar os componentes estruturais
dos lipidios saponificaveis e como separar os lipidios saponificaveis dos
insaponificaveis.



1- Qual a diferenca entre lipidios saponificaveis e insaponificaveis?

2- Como separar lipidios saponificaveis dos insaponificaveis?

3- Desenhe a estrutura de dois lipidios saponificaveis:

4- Como identificar a presenca de acidos graxos?

5- O que sao saboes?

6- Como os sabdes ajudam a eliminar a gordura dos objetos?

7- Quais os componentes estruturais de um triacilglicerol?

8- Quais os componentes estruturais de uma lecitina?

9- Analisando a estrutura explique porque o estigmasterol é insoluvel em
agua, solavel em éter ou em cloroférmio, e insoluvel em hexano.

Na préxima aula vamos iniciar nosso estudo sobre o metabolismo.
Veremos o metabolismo de carboidratos.
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