2. Wyodrebnianie i analiza jako$ciowa cholesterolu

A. Wyodrebnianie cholesterolu z mézgu
Metoda wyodrebniania cholesterolu z tkanek biologicznych wykorzystuje réznice w
rozpuszczalnosci cholesterolu i pozostatych lipidow w acetonie.

Odczynniki i sprzgt laboratoryjny:

Moézg cielgcy lub wieprzowy

Aceton

Etanol

Homogenizator

Sprzet do sgczenia pod obnizonym ci$nieniem (kolba ssawkowa + lejek Biichnera)

Wyparka rotacyjna prozniowa

Y.aZnia wodna

Szkto laboratoryjne: zlewki, kolby okragtodenne i ptaskodenne, cylindry miarowe, proboéwki

N~ WNE

Wykonanie doswiadczenia:

Do 10 g mézgu doda¢ 50 mL acetonu i doktadnie zhomogenizowaé. Zawiesing odsaczy¢ na lejku
Biichnera. Stala pozostato§¢ ponownie zawiesi¢ W 25 mL acetonu i odsaczy¢ jak poprzednio. Z
polaczonych roztworow acetonowych usung¢ rozpuszczalnik pod obnizonym ci$nieniem. Surowy
cholesterol rozpusci¢ w minimalnej objetosci gorgcego etanolu (3-5 mL). Otrzymany roztwor
cholesterolu w etanolu pozostawi¢ do krystalizacji w temperaturze pokojowej. Osad zwazy¢ i
obliczy¢ zawartos¢ cholesterolu w tkance.

B. Analiza jakoSciowa cholesterolu

Pod wptywem stezonego H2SO4 nastepuje odlaczenie od cholesterolu czasteczki wody 1 powstaje
kwas disulfonowy bicholestadienu (odczyn Salkowskiego), natomiast w obecnosci kwasu
siarkowego 1 bezwodnika kwasu octowego tworzy si¢ kwas monosulfonowy bicholestadienu
(odczyn Liebermana-Burcharda).

Odczynniki:

1. Stgzony H2SO4

2. Bezwodnik kwasu octowego

3. Chloroformowy roztwor cholesterolu

Wykonanie doswiadczenia:

Wykona¢  pokazowe doswiadczenie dla komercyjnego cholesterolu (przygotowaé ok. 3-5mi

cholesterolu w chloroformie — 10mg/ml) oraz dla cholesterolu wyodrebnionego w pierwszej czesci

¢wiczenia.

a) Odczyn Salkowskiego
W suchej probowce umiesci¢c 1 mL chloroformowego roztworu cholesterolu i podwarstwic¢
stezonym kwasem siarkowym. Warstwa chloroformowa barwi si¢ na kolor malinowy, natomiast
dolna warstwa wykazuje zielong fluorescencjg.

b) Odczyn Liebermana-Burcharda
W suchej probowce umiesci¢ 1-2 mL chloroformowego roztworu cholesterolu, doda¢ 5-6 kropli
bezwodnika kwasu octowego i 2 krople stezonego kwasu siarkowego. Pojawia si¢ czerwone
zabarwienie, ktore szybko przechodzi w barwe zielona.

Zakres materiatu:

Budowa steroidoéw, funkcje cholesterolu, pojecie ,,dobry” i ,,zty” cholesterol (HDL, LDL), budowa
bton komorkowych, transport aktywny i bierny przez blon¢ komorka, rola nasyconych i
nienasyconych kwasow ttuszczowych w budowie bton biologicznych, liposom, mydto, micela



