Cwiczenie nr 1
Oznaczanie cholesterolu

CHOLESTEROL (Rys.1), Cy7H460O, organiczny zwigzek, lipid z grupy steroidéw
(j. zwiazkoéw posiadajacych uklad cyklopentano-perhydrofenantrenu).

Rys.1. Czasteczka cholesterolu

Pod wzgledem chemicznym cholesterol jest alkoholem i moze tworzy¢ estry z kwasami
thuszczowymi. Cholesterol ulega reakcjom, charakterystycznym dla posiadanych grup
funkcyjnych. Stad bedzie reagowat jak alkohole (grupa hydroksylowa przy trzecim atomie
wegla) lub jak alkeny (wigzanie podwdjne mig¢dzy piatym i szostym atomem wegla).

Z biologicznego punktu widzenia cholestrol jest polaczeniem biatek i lipidow, tzw.
lipoprotein, czyli substancji tluszczowo-biatkowych. Wyr6zniamy 2 rodzaje lipoprotein,
tj. LDL: niskiej gestosci (tzw. ,,zty” cholesterol) oraz HDL: wysokiej gestosci (tzw. ,,dobry”
cholesterol). Sa one formg transportowa cholesterolu.

Cholesterol wystepuje w organizmie czlowieka i pochodzi cze¢sciowo z pokarmu,
w wiekszosci jednak jest syntetyzowany we wlasnych komorkach. Cholesterol jest niezbedny
do produkcji licznych hormonéw, kwaséw zoélciowych oraz witaminy D. Jest to substancja
wazna dla prawidlowego funkcjonowania organizmu, jednak tylko niewielka jego cze$¢
zaspokaja zapotrzebowanie. Nadmiar cholesterolu przyczynia si¢ do rozwoju miazdzycy.

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie stezenia cholesterolu catkowitego w probkach zywnosci
metoda Pearsona, Steina i McGaracka.

Istnieje mozliwo$¢ zbadania probek zywnosci przyniesionych przez studentéw — patrz
tabela zawartosci cholesterolu w produktach spozywczych.

1. Zasada oznaczenia:
Cholesterol w obecnosci kwasu p-toluenosulfonowego, bezwodnika kwasu octowego
1 kwasu siarkowego daje zielone zabarwienie.

Odczynniki:

e Dbezwodnik 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

2. Wykonanie oznaczenia:

2.1. Przygotowanie badanej probki
Badang probke (0,5 g) rozpusci¢ badz wyekstrahowaé etanolem (5 cm?). Roztwor
przesaczy¢ przez bibule filtracyjna.



2.2. Przygotowanie roztworow do analizy

Przygotowac¢ cztery probowki i oznaczy¢ je jako: 1) §lepa proba, 2) wzorzec, 3) i 4) probka
(oznaczenie wykona¢ w dwoch powtdrzeniach). Do proboéwek ($lepa, wzorzec) odmierzy¢
0,200 cm® wody destylowanej oraz 0,200 ¢cm?® kwasu octowego. Do probowki (wzorzec)
odmierzy¢ 0,200 ¢cm® wzorca cholesterolu. Do proboéwek (probka) odmierzy¢ 0,200 cm?
uprzednio przygotowanego ekstraktu cholesterolu oraz 0,200 ml kwasu octowego.

Do wszystkich probowek doda¢ po 1 c¢cm® kwasu p-toluenosulfonowego i po 3 cm?
bezwodnika kwasu octowego (UWAGA na reakcj¢ egzotermiczng). Zawarto$¢ probowek
delikatnie zamieszaé, pozostawi¢ do ochlodzenia do temperatury pokojowej. Nastgpnie do
wszystkich probowek doda¢ (ostroznie) 0,5 cm® stezonego kwasu siarkowego. Zawartosci
probéwek delikatnie zamieszac¢ i odstawi¢ na okoto 20 min.

2.3. Wykonanie oznaczen spektrofotometrycznych

Zmierzy¢ absorbancje roztworow przy dhugosci 550 nm wzgledem $lepej proby.
Wykorzystujac metode porownania z pojedynczym wzorcem obliczy¢ zawarto$¢ cholesterolu
w analizowanej probce. W obliczeniach przyja¢ addytywnos¢ objetosci. Wynik prosze podac
w mg/100 g produktu.

Zagadnienia do kartkowki

- cholesterol: rola 1 zréodla w ludzkiej diecie, rodzaje cholesterolu, budowa, reakcje
chemiczne, metody oznaczenia

- thuszcze: podziat, budowa, reakcje

Tabela 1. Orientacyjna zawarto$¢ cholesterolu w produktach spozywczych.

Produkt spozywczy mr%)%ﬂﬁ%u Produkt spozywczy glr%)/;gﬁgu
Smalec 92 Mozg barani gotowany 2200
t.6] wolowy 109 Nerki baranie 610
Bekon surowy 57 Nerki wieprzowe 700
Indyki surowe 81 Nerki wolowe 690
Indyki pieczone 100 Ozory wieprzowe gotowe do spozycia 101
Kurczaki 160 Ozory cielgce gotowe do spozycia 100
Kurczaki surowe 110 Ozory wolowe gotowe do spozycia 180
Kurczaki pieczone 120 Phuca surowe >2000
Masto $mietankowe 220 Serca wotowe i cielgce gotowe do spozycia|l50
Migso baranie surowe 79 Serca wieprzowe gotowe do spozycia 150
Mieso baranie gotowane 110 Smietana 12-procentowa 39
Mieso wieprzowe surowe 72 Smietana 18-procentowa 56
Migso wieprzowe gotowe do spozycia |110 Watroba cielgca 370
Mieso wolowe surowe 65 'Watroba barania 430
Migso wolowe gotowe do spozycia |82 'Watroba wieprzowa 290
Mieso cielgce gotowe do spozycia 71 'Watroba wolowa 270
Mie;'so ;aj aca gotowe do spozycia do 0 Szynka 33
spozycia

Mieko 2% 8 Salami 79
Mieko petnotluste 13 Z6tko jaka (w 1 jajku okoto 300 mg) 1790
Mozg cielgcy i barani 3100 1
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