2. Wyodebnianie i analiza jaki&iowa cholesterolu

A. Wyodr ¢bnianie cholesterolu z mézgu
Metoda wyodgbniania cholesterolu z tkanek biologicznych wyksteye ré&nice w
rozpuszczalréei cholesterolu i pozostatych lipidéw w acetonie.

Odczynniki i sprzt laboratoryjny:

Mozg ciekcy lub wieprzowy

Aceton

Etanol

Homogenizator

Sprzt do siczenia pod obabnym cknieniem (kolba ssawkowa + lejek Blichnera)

Sprzt do siczenia pod normalnymgiieniem (na gaico)

Wyparka rotacyjna ptdiowa

taznia wodna

Szkito laboratoryjne: zlewki, kolby okgtodenne i ptaskodenne, cylindry miarowe, probowki

CoNoO~WNE

Wykonanie déwiadczenia:

Do 20 g mézgu dodal00 m. acetonu i doktadnie zhomogenizaw@awiesig odsiczy¢ na lejku
Blchnera. Sfig pozostaté¢ ponownie zawiesiw 50 m. acetonu i odgzye jak poprzednio. Z
pofaczonych roztworOow acetonowych usdn rozpuszczalnik pod ohmnym cinieniem.
Zageszczony roztwoér przeszy¢. Surowy cholesterol rozgci¢c w minimalnej obgtosci goracego
etanolu i jéli zawiera jakig nierozpuszczalne zanieczyszczenia,aogg na gosco. Otrzymany
roztwor cholesterolu w etanolu pozostawo krystalizacji. Wykrystalizowany cholesterol adsy¢

pod zmniejszonym g&nieniem i pozostawi w temperaturze pokojowej do wyscheia. Osad
zwazy¢ i obliczy¢ zawartd¢ cholesterolu w tkance.

B. Analiza jakosciowa cholesterolu

Pod wplywem stzonego HSO, nastpuje odhczenie od cholesterolu gzteczki wody i powstaje
kwas disulfonowy bicholestadienu (odczyn Salkows&)e natomiast w obecho kwasu
siarkowego i bezwodnika kwasu octowego tworzy kwas monosulfonowy bicholestadienu
(odczyn Liebermana-Burcharda).

Odczynniki:

1. Stezony bSOy

2. Bezwodnik kwasu octowego

3. Chloroformowy roztwor cholesterolu

Wykonanie déwiadczenia:

a) Odczyn Salkowskiego
W suchej probéwce uméei¢ 1 mL chloroformowego roztworu cholesterolu i podwargtwi
stezonym kwasem siarkowym. Warstwa chloroformowa basiwna kolor malinowy, natomiast
dolna warstwa wykazuje zielgfiluoresceng;.

b) Odczyn Liebermana-Burcharda
W suchej probowce umiei¢ 1-2 nm. chloroformowego roztworu cholesterolu, déda6 kropli
bezwodnika kwasu octowego i 2 kroplezsinego kwasu siarkowego. Pojawig szerwone
zabarwienie, ktére szybko przechodzi w baamielomn.

Zakres materiatu:

Budowa steroidow, funkcje cholesterolu, budowa tomaérkowych, transport aktywny i bierny
przez btog komorka, rola nasyconych i nienasyconych kwaséw ttuszcaobwy budowie bton
biologicznych.



