Cwiczenie nr 1
(Maja Wetna)
Oznaczanie cholesterolu

CHOLESTEROL (Rys.1), C27Hs60, organiczny zwiazek, lipid z grupy steroidow (tj. zwigzkéw posiadajacych
uktad cyklopentano-perhydrofenantrenu).

Rys. 1. Czasteczka cholesterolu

Przedrostek chole- pochodzi od stowa kholé (z greckiego) oznaczajacego z6¥¢, natomiast -stereds (z greckiego)
oznacza cialo stale; przyrostek -0l wskazuje na klase alkoholi (cholesterol to jeden z najwazniejszych i najlepiej
poznanych steroli, czyli alkoholi z grupy steroidow). Cholesterol w czystej postaci jest cialem statym
(w temperaturze pokojowej) o wygladzie bialego Iub prawie biatego krystalicznego proszku (Rys. 2). Jest
nierozpuszczalny w wodzie. Rozpuszcza si¢ w rozpuszczalnikach organicznych, m.in. w benzenie, chloroformie,
eterze dietylowym, heksanie.

Rys.2. Wyglad/posta¢ cholesterolu

Pod wzgledem chemicznym cholesterol jest alkoholem i moze tworzy¢ estry z kwasami thuszczowymi.
Cholesterol ulega reakcjom charakterystycznym dla posiadanych grup funkcyjnych (Rys. 3). Stad bedzie reagowat
jak alkohole (grupa hydroksylowa -OH przy trzecim atomie wegla) lub jak alkeny (wigzanie podwdjne miedzy
piatym i szostym atomem wegla -C=C-). Wykazuje amfipatyczny charakter z uwagi na hydrofobowy ogon
weglowodorowy 1 polarng grupe hydroksylowa.

Rys.3. Numeracja atoméw C wraz z grupami funkcyjnymi w czasteczce cholesterolu

Z biologicznego punktu widzenia cholesterol jest potaczeniem biatek i1 lipidow, tzw. lipoprotein, czyli
substancji thuszczowo-biatkowych. Wyrdzniamy 2 rodzaje lipoprotein, bedgce forma transportowa cholesterolu:

e LDL.: niskiej gestosci (tzw. ,,zty” cholesterol) — odpowiada za pobieranie i transport cholesterolu oraz jego

estrow z watroby do wielu tkanek

e HDL: wysokiej gestosci (tzw. ,,dobry” cholesterol) — usuwa wolny cholesterol z tkanek i transportuje go do
watroby, gdzie jest eliminowany z organizmu w niezmienionej formie lub w postaci kwaséw zotciowych

Cholesterol wystgpuje w organizmie cztowieka i pochodzi czeSciowo z pokarmu, w wigkszosci jednak jest

syntetyzowany we witasnych komoérkach. Cholesterol jest niezbedny do produkcji licznych hormonow, kwasow



zotciowych oraz witaminy D. Jest to substancja wazna dla prawidlowego funkcjonowania organizmu, jednak tylko
niewielka jego czg$¢ zaspokaja zapotrzebowanie. Nadmiar cholesterolu przyczynia si¢ do rozwoju miazdzycy oraz
tworzenia si¢ kamieni zoélciowych (zlogow w drogach zotciowych zbudowanych glownie z cholesterolu);
przyjmuje si¢, ze podwyzszony poziom cholesterolu catkowitego, a przede wszystkim frakcji LDL powoduje nie
tylko miazdzyce, ale tez zwigksza ryzyko wystgpienia innych choréb uktadu krazenia.

Podwyzszony poziom cholesterolu w surowicy krwi (hipercholesterolemia) to jeden z podstawowych
czynnikOw ryzyka wystgpienia chorob uktadu sercowo-naczyniowego. Aby oceni¢ negatywny wptyw cholesterolu
na zdrowie, nalezy wykona¢ oznaczenie cholesterolu z podziatem na poszczegolne frakcje. Badanie — lipidogram
obejmuje oznaczenie stezenia:

- cholesterolu catkowitego (TC)
- cholesterolu HDL
- cholesterolu LDL
- trojglicerydow
Obecnie na rynku dostepne sa testy domowe do oznaczenia poziomu cholesterolu we krwi (Rys. 4).
-
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BeneCheck Paski testowe
CHOLESTEROLTEST: producent: Stop Nadci$nieniu sp. z 0.0. s.k.
producent: HYDREX

Rys.4. Domowe testy do oznaczania cholesterolu

Wiegkszo$¢ metody oznaczenia cholesterolu opracowano pod katem probek biologicznych — krwi i jej
surowicy, co wigze si¢ ze znaczenia parametru jakim jest poziomu cholesterolu we krwi pod katem leczenia
I profilaktyki. Wyr6zniamy metody:

e jakosciowe (umozliwiajg identyfikacje cholesterolu)
- barwne: podstawg jest charakterystyczna reakcja, w wyniku ktorej powstaje barwny produkt
- grawimetryczne: zwigzane z wytragcaniem osadu
e ilosciowe (umozliwiajg oznaczenie zawartosSci (st¢zenia) cholesterolu — metody instrumentalne)
- spektrofotometryczne, zwigzane z pomiarem absorbancji przy okreslonej dtugosci fali
- chromatograficzne (gtéwnie), m.in. wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) z detekcjg UV-Vis

Opracowane metody dotycza oznaczen zardéwno cholesterolu calkowitego, jak 1 estrow cholesterolu lub
wolnego cholesterolu.

Metody oznaczenia cholesterolu calkowitego:

1. Reakcja/odczyn Salkowskiego: pod wplywem stezonego kwasu siarkowego tworza si¢ intensywnie
zabarwione produkty kondensacji, dehydratacji i sulfonowania cholesterolu; zmiana barwy jest spowodowana
reakcja eliminacji dwoch czasteczek wody w wyniku czego powstaje kwas disulfonowy bicholestadienu
(Rys. 5) o0 czerwonym zabarwieniu (Amax=610 nm) (Rys. 6)
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Rys. 5. Wzo6r strukturalny czasteczki kwasu disulfonowego Rys. 6. Odczyn Salkowskiego (reakcja chloroformowego ekstraktu
bicholestadienu. cholesterolu (z zo6ttka jajka kurzego) ze stezonym HSO4)

2. Metoda Kingsleya-Schaffeta (na podstawie barwnej reakcji/odczynu Liebermanna-Burcharda): pod wptywem
mieszaniny stezonego kwasu 1 bezwodnika kwasu octowego, dziatajacej odwadniajgco na cholesterol, tworzy
si¢ kwas monosulfonowy bicholestadienu (Rys. 7) o zielonym zabarwieniu (Amax=610 nm) (Rys. 8)
(poczatkowo pojawia si¢ czerwone zabarwienie, ktore przechodzi w zielone)




Rys. 7. Wzér strukturalny czasteczki kwasu monosulfonowego Rys. 8. Odczyn Liebermanna-Burcharda (reakcja chloroformowego
bicholestadienu ekstraktu cholesterolu (z zottka jajka kurzego) z bezwodnikiem

kwasu octowego i H2SO.)

3. Metoda Pearsona, Steina i _McGaracka: w obecno$ci kwasu p-toluenosulfonowego, bezwodnika kwasu

octowego i kwasu siarkowego cholesterol daje zielone zabarwienie (Amax=550 nm).

4. Metoda Zlatkisa, Zaka i Boyle’a: w obecno$ci chlorku zelaza(IIl) cholesterol tworzy z kompleks o barwie

zielone] (Amax=490 nm) (wedlug modyfikacji Searcy i Berquista reakcj¢ przeprowadza si¢ nie z FeClz tylko

FeSOs).

Metody oznaczania estréw cholesterolu lub wolnego cholesterolu:
Metody te zwigzane sg z uprzednim:
e rozdzialem estrow cholesterolu od cholesterolu wolnego za pomoca digitoniny:
z uwagi na grupe —OH przy C3 cholesterol moze tworzy¢ nierozpuszczalny, dajacy si¢ odwirowaé osad z digitoning
(saponina sterydowa); estry, z uwagi na brak wolnej grupy —OH, nie wchodzg w reakcje z digitoning i pozostajg w roztworze

e rozdziale cholesterolu wolnego i estrow cholesterolu na kolumnie z wypelnieniem Al2O3
mozliwo$¢ rozdzielenia cholesterolu i jego estrow z uwagi na adsorpcj¢ obu zwigzkéw na kolumnie z tlenku glinowego oraz
roznic w powinowactwie z kolumna, tj. estry — stabsza adsorpcja, moga by¢ wyeluowane w pierwszej kolejnosci za pomoca
CCly lub eteru naftowego; wolny cholesterol — silniejsze zwigzanie z kolumna, elucja chloroformem lub benzenem

1. Metoda Kingsleya-Schaffeta:

analizy ilo$ciowa:
pomiar abs. przy A=610 nm

oznaczanie estrow cholesterolu poprzedzone wytrqceniem i oddzieleniem
wolnego cholesterolu w reakcji z digitoning, barwe estrOw wywoluje sie
analogicznie jak przy oznaczeniu cholesterolu catkowitego; rdéznica pomigdzy
cholesterolem catkowitym a jego estrami oznacza ilo$¢ cholesterolu wolnego
oznaczanie cholesterolu wolnego i estrow cholesterolu po uprzednim rozdziale
na kolumnie z Al2O3; barwe wywoluje si¢ analogicznie jak przy oznaczeniu
cholesterolu catkowitego; pomiar zawartosci form cholesterolu oddzielnie w obu
frakcjach

2. Metoda Zlatkisa i wspotpracownikow:

analizy ilo$ciowa:
pomiar abs. przy A=490 nm

oznaczanie wolnego cholesterolu po uprzednim wytrgceniu digitoning; barwe
wywotluje si¢ analogicznie jak przy oznaczeniu cholesterolu catkowitego po uprzednim
rozpuszczeniu osadu wolnego cholesterolu w odczynniku Zelazowym; rdznica migdzy
cholesterolem catkowitym a wolnym oznacza ilo$¢ cholesterolu zestryfikowanego
oznaczanie cholesterolu wolnego i estrow cholesterolu po uprzednim rozdziale
na kolumnie z Al;O3; barwe wywoluje si¢ analogicznie jak przy oznaczeniu
cholesterolu catkowitego (z odczynnikiem zelazowym); pomiar zawartosci form
cholesterolu oddzielnie w obu frakcjach

Celem ¢wiczenia jest spektrofotometryczne oznaczenie stgzenia cholesterolu catkowitego w probkach
zywno$ci metodq Pearsona, Steina i McGaracka stosujac kalibracje metodg poréwnania z pojedynczym

wzorcem.

Istnieje mozliwo$¢ zbadania przyniesionych probek zywnos$ci— patrz tabela 1 nt. zawartosci cholesterolu

w produktach spozywczych.



Odczynniki:

e bezwodnik kwasu octowego
12% kwas p-toluenosulfonowy w lodowatym kwasie octowym
wzorzec cholesterolu 200 mg/100 cm?® lodowatego kwasu octowego
stezony kwas siarkowy
kwas octowy lodowaty
alkohol etylowy

1. Wykonanie oznaczenia:

1.1. Przygotowanie badanej probki
Badana probke (0,5 g) rozpusci¢ badz wyekstrahowaé etanolem (5,0 cm®). Roztwor przesaczyé przez bibute
filtracyjna.
1.2. Przygotowanie roztworow do analizy
Przygotowac cztery probowki i oznaczy¢ je jako:
(1) slepa proba,
(2) wzorzec,
(3) i (4) probka (oznaczenie wykona¢ w dwoch powtorzeniach, n=2).

Do proboéwek odmierzy¢ nastepujace odczynniki:

probka (probowka) §lepa proba wzorzec probka probka
odczynnik 1) ) (3) (4)
H.O 0,200 cm® 0,200 cm?®
CH3;COOH 0,200 cm® 0,200cm®  0,200cm® 0,200 cm?
wzorzec cholesterolu 0,200 cm?®
ekstrakt 0,200cm® 0,200 cm?®
WE s

efekt

Do wszystkich probéwek doda¢ po 1 cm?® kwasu
p-toluenosulfonowego i po 3 c¢cm® bezwodnika
kwasu  octowego (UWAGA na  reakcje
egzotermiczng!). Zawarto§¢ probowek delikatnie
zamiesza¢, pozostawi¢ do ochlodzenia do
temperatury pokojowej.

Nastepnie do wszystkich probowek dodaé
(ostroznie) 0,5 cm? stezonego kwasu siarkowego.
Zawartosci  probowek  delikatnie  zamieszad
1 odstawi¢ na okoto 20 minut

1.3. Wykonanie oznaczen spektrofotometrycznych

Zmierzy¢ absorbancj¢ roztworéw przy dlugosci 550 nm wzgledem S$lepej proby. Wykorzystujac metode
poréwnania z pojedynczym wzorcem obliczy¢ zawarto$¢ cholesterolu w analizowanej probce. W obliczeniach
przyja¢ addytywnos¢ objetosci. Wynik prosze podaé w mg/100 g produktu i wyrazi¢ jako warto$¢ $rednia wraz
z wartoscig odchylenia standardowego. Policzy¢ precyzje oznaczenia (%RSD). Oceni¢ krytycznie zastosowany
W 0znaczeniu sposob kalibracji.



Zagadnienia do kartkowki

- cholesterol: rola i zrodta w ludzkiej diecie, rodzaje cholesterolu, budowa, reakcje chemiczne, metody oznaczenia
- thuszcze: podzial, budowa, reakcje

- sposoby kalibracji w metodach instrumentalnych
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Tabela 1. Orientacyjna zawarto$¢ cholesterolu w produktach spozywcezych

IProdukt spozywczy [;:g{jluolgt% Produkt spozywczy ;;Tr]g(/jluolgt%
Smalec 92 IMbzg barani gotowany 2200
t.6] wolowy 109 Nerki baranie 610
Bekon surowy 57 Nerki wieprzowe 700
IndyKki surowe 81 INerki wotowe 690
Indyki pieczone 100 Ozory wieprzowe gotowe do spozycia 101
Kurczaki 160 Ozory cielece gotowe do spozycia 100
Kurczaki surowe 110 Ozory wotowe gotowe do spozycia 180
Kurczaki pieczone 120 IPluca surowe >2000
Masto §mietankowe 220 Serca wotowe i cielece gotowe do spozycia 150
Mieso baranie surowe 79 Serca wieprzowe gotowe do spozycia 150
Mieso baranie gotowane 110 Smietana 12-procentowa 39
Migso wieprzowe surowe 72 Smietana 18-procentowa 56
Mieso wieprzowe gotowe do spozycia 110 |Watroba cieleca 370
Mieso wolowe surowe 65 |Watroba barania 430
Mieso wolowe gotowe do spozycia 82 \Watroba wieprzowa 290
Mieso cielece gotowe do spozycia 71 \Watroba wotowa 270
Mieso zajaca gotowe do spozycia 60 Szynka 33
Mleko 2% 8 Salami 79
Mleko petnottuste 13 Z6tko jaka (w 1 jajku okoto 300 mg) 1790




