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บทปฏิบัติการที่ 8
ปฏิกิริยาสปอนิฟิเคชันของลิปิด (Saponification Reaction of Lipid)


การเตรียมสบู่ และการหา saponification number

ลิปิดสามารถถูกทำลาย หรือ saponifided ได้โดยการต้มกับด่างในแอลกอฮอล์ จะได้
กลีเซอรอล และเกลือของกรดไขมัน หรือสบู่ สบู่อาจเป็นเกลือโซเดียม หรือโปแตสเซียมซึ่งละลายน้ำได้ ส่วนเกลือแคลเซียมและแมกนีเซียมของกรดไขมันไม่ละลายในน้ำ และไม่มีคุณสมบัติในการเป็นสบู่ มักจะลอยเป็นแพหรือเป็นไคลขาวที่เรียกว่าไคลสบู่ (scum) ซึ่งจะสังเกตเห็นได้เมื่อใช้สบู่กับน้ำที่ค่อนข้างกระด้าง ปฏิกิริยา saponification เป็นดังสมการ (1)
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Saponification number (SN) หมายถึง มิลลิกรัมของ KOH ที่ใช้ในการทำให้ลิปิดหนึ่ง กรัมถูกสลายหรือ saponified หมดพอดี นิยมหา saponification number ของลิปิด โดยต้มลิปิดที่รู้น้ำหนักแน่นอนกับสารละลายมาตรฐาน KOH ปริมาณเกินพอ หลังจากปฏิกิริยาเกิดขึ้นสมบูรณ์แล้ว หาปริมาณ KOH ที่เหลือโดยนำไปไตเตรทกับกรด ซึ่งจะทำให้ทราบปริมาณ KOH ที่ใช้ไป และนำมาคำนวณหา saponification number ของลิปิดนั้น ๆ ซึ่งเป็นตัวเลขที่ชี้ให้ทราบว่าลิปิดนั้นมีกรดไขมันอยู่เท่าไร และสามารถนำไปใช้ในการหาน้ำหนักโมเลกุลของลิปิดได้
ตาราง 2.1 Saponification number ของลิปิดชนิดต่าง ๆ

	ลิปิด
	Saponification number
	ลิปิด
	Saponification number

	น้ำมันงา
	188 – 195
	น้ำมันเมล็ดฝ้าย
	190 – 198

	น้ำมันถั่วลิสง
	188 – 196
	น้ำมันขาหมู
	192 – 200

	น้ำมันมะกอก
	190 – 195
	น้ำมันวัว
	194 – 200

	น้ำมันลินสีด
	190 – 196
	เนย
	222 – 232

	น้ำมันถั่วเหลือง
	190 – 197
	น้ำมันมะพร้าว
	245 – 265


สารเคมีและเครื่องมือ
· น้ำมันที่ต้องการทดสอบ (น้ำมันมะกอก และน้ำมันมะพร้าว)
· สบู่เหลวจากท้องตลาด
· Potassium hydroxide platelet (KOH) 
· 95% ethanol

· 0.04% phenolphthalein

· 0.5 M standard HCl

· saturated NaCl

· saturated CaCl2
· saturated MgSO4
· ชุดรีฟลักซ์ (reflux apparatus)
· เศษกระเบื้องหรือเศษแก้ว
· บิวเรตต์
· กระดาษกรอง
วิธีการทดลอง
1. เตรียม 1 M alcoholic KOH 50 มิลลิลิตร โดยชั่งเกล็ดโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร เติม 95% ethanol ลงไป ละลายให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยการเขย่า
2. ชั่งน้ำมันที่ต้องการทดสอบ 5 กรัม ใส่ตามลงไปในขวดรูปชมพู่ ตามด้วยแท่งแม่เหล็ก (magnetic bar) เพื่อคนสารตลอดเวลา ต้มโดยวิธี reflux ดังแสดงในรูป 1 ใช้เวลา 45 นาที จนกระทั่งได้สารละลายที่มีลักษณะใสเป็นเนื้อเดียวกัน รอให้เย็นลงสักพัก แล้วแช่ในอ่างน้ำเย็นจนถึงอุณหภูมิห้อง
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	รูป 2.1 อุปกรณ์รีฟลักซ์


3. แบ่งสารละลายเป็น 2 ส่วน ดังนี้
3.1 ส่วนแรกสำหรับหาค่า SN: ปิเปตสารละลายใส่ขวดรูปชมพู่ขนาด 100 มิลลิลิตร ขวดละ 15 มิลลิลิตร สองใบ หยด 0.04% phenolphthalein ลงไปใบละ 1 – 2 หยด ไทเทรตกับ 0.5 M standard HCl บันทึกปริมาตรของ HCl ที่ใช้ในการไทเทรตทั้งสองครั้ง หาปริมาตรเฉลี่ย ให้เป็น A 
      เตรียมขวดเปรียบเทียบโดยชั่งเกล็ดโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 100 มิลลิลิตร สองใบ เติม 95% ethanol เพื่อให้ได้ 1 M alcoholic KOH ใบละ 15 มิลลิลิตร หยด 0.04% phenolphthalein 1 – 2 หยด นำไปไทเทรตกับ 0.5 M standard HCl บันทึกปริมาตรของ HCl ที่ใช้ในการไทเทรต หาปริมาตรเฉลี่ย ให้เป็น B 
      คำนวณหา saponification number
3.2 ส่วนที่เหลือสำหรับทดสอบคุณสมบัติของสบู่: เทสารละลายที่เหลือลงใน
บีกเกอร์ขนาด 100 มิลลิลิตร เติมสารละลายอิ่มตัวของ NaCl ลงไปทีละน้อย คนอย่างสม่ำเสมอ โดยใช้แท่งแก้ว ซึ่งเกลือโพแทสเซียมของกรดไขมันจะถูกเปลี่ยนให้เป็นเกลือโซเดียมแยกตัวออกมาลอยเป็นแพอยู่บนผิวของสารละลาย กรองแล้วผึ่งสบู่ที่เตรียมได้นี้ให้แห้งหมาด ๆ บนกระดาษกรอง 
            ละลายสบู่ที่เตรียมได้หนัก 0.5 กรัม ในน้ำกลั่น 5 มิลลิลิตร แล้วแบ่งใส่หลอดทดลอง 3 หลอด ๆ ละเท่า ๆ กัน เพื่อศึกษาคุณสมบัติของสบู่เทียบกับสารละลายของผงซักฟอกจากท้องตลาด
หลอดที่หนึ่งค่อย ๆ หยดสารละลายอิ่มตัวของ CaCl2 หรือ MgSO4 ลงไปทีละหยด
จนเห็นตะกอนหรือไคลสบู่เทียบกับสารละลายของผงซักฟอกจากท้องตลาด
หลอดที่สองหยดขี้ไคลเทียม (mineral oil) ลงไป 1-2 หยด เขย่าให้เข้ากัน สังเกต
ความสามารถในการชะล้างของสบู่เทียบกับสารละลายของผงซักฟอกจากท้องตลาด


หลอดที่สามใช้เปรียบเทียบ

การคำนวณหาค่า SN

ถ้า A = มล. เฉลี่ยของ 0.5 M standard HCl ที่ใช้ในการไทเทรตขวดตัวอย่าง

     B = มล. เฉลี่ยของ 0.5 M standard HCl ที่ใช้ในการไทเทรตขวดเปรียบเทียบ
จำนวนโมลของ KOH ที่ใชัในการสลายลิปิด 5 กรัม

= 
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จำนวนมิลลิกรัมของ KOH ที่ใช้ในการสลายลิปิด 5 กรัม
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( SN ซึ่งคือ มิลลิกรัม KOH ที่ใช้ในการสลายลิปิดหนัก 1 กรัม
=   0.5x56(B-A)

เนื่องจากหนึ่งโมเลกุลของไตรเอซิลกลีเซอรอลทำปฏิกิริยาพอดีกับ 3 โมเลกุลของ KOH ดังนั้นจะคำนวณหาค่าเฉลี่ยน้ำหนักโมเลกุลของกรดไขมันในลิปิดได้ดังนี้
น้ำหนักโมเลกุลของลิปิด

=    น้ำหนักลิปิด (g)


น้ำหนักลิปิด (g)


=         0.5x56(B-A)


จำนวนโมลของลิปิด

=     x จำนวนโมลของ KOH ที่ใช้

=                     
     
( น้ำหนักโมเลกุลของลิปิด
=           0.5x56(B-A)          x  3x1000






=             168000

แต่หนึ่งโมเลกุลของไตรเอซิลกลีเซอรอลเกิดขึ้นจากการรวมตัวของหนึ่งโมเลกุลกลีเซอรอลกับสามโมเลกุลของกรดไขมันอิสระ โดยการสูญเสียน้ำสามโมเลกุล
นั่นคือน้ำหนักโมเลกุลของลิปิด  
  = น้ำหนักโมเลกุลของกลีเซอรอล + 3(ค่าเฉลี่ยน้ำหนัก
      โมเลกุลของกรดไขมัน) – 3(น้ำหนักโมเลกุลของน้ำ)
( ค่าเฉลี่ยน้ำหนักโมเลกุลของกรดไขมัน  =       x (น้ำหนักโมเลกุลของลิปิด – 92 + 54)

  =             1/3(168000)
บันทึกผลการทดลองบทที่ 8
เรื่อง ปฏิกิริยาสปอนิฟิเคชันของลิปิด (Saponification Reaction of Lipid)
กลุ่มปฏิบัติการที่  ...................  Section…………..วันที่ทำปฏิบัติการ...............................

เริ่มปฏิบัติการเวลา......................เสร็จสิ้นปฏิบัติการเวลา................
1).การศึกษาน้ำมันจากพืชและสัตว์ในปฏิกิริยาสปอนิฟิเคชันป
     ให้ทำการสังเกตตัวอย่างน้ำมันจากพืชและสัตว์ว่ามีลักษณะอย่างไร และลักษณะที่เกิดขึ้นนั้นสามารถอธิบายทางการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาชีวเคมีอย่างไร
	ขั้นตอน
	ลักษณะที่สังเกตได้
	อธิบายทางชีวเคมี

	1.1). ตัวอย่างน้ำมัน
	
	

	น้ำมันชือ..................................
	
	

	1.2) ต้มโดยวิธี reflux
	
	

	สารละลายที่ได้ 
	
	

	สำหรับหาค่า SN
	
	

	มล. เฉลี่ยของ 0.5 M standard HCl ที่ใช้ในการไทเทรตขวดตัวอย่าง (A)
	.............................. ml

	มล. เฉลี่ยของ 0.5 M standard HCl ที่ใช้ในการไทเทรตขวดเปรียบเทียบ (B)
	.............................. ml

	ค่า SN ที่ได้คือ
	

	สำหรับทดสอบคุณสมบัติของสบู่
	
	

	หลอดที่ 1
สารละลายอิ่มตัวของ CaCl2 หรือ MgSO4

	
	

	หลอดที่ 2
ขี้ไคลเทียม (mineral oil)
	
	

	หลอดที่ 3 เปรียบเทียบ
	
	


น้ำหนักลิปิด (g)





จำนวนโมลของลิปิด





Saponification number





1





3





1000





x (B-A)x0.5





1





3





(B-A)x0.5





Saponification number





Saponification number





1





3





Saponification number - 38
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