Praktické cvienia z biochémie Sedlak, Varha¢, Danko, Paulikova, Podhradsky, 2020

TEMA

LIPIDY

Uloha 12:

Stanovenie koncentracie cholesterolu

Princip:

Cholesterol patri medzi najdoleZitejsie steroly. V krvi sa transportuje
v podobe lipoproteinov. V malom mnoZstve je nevyhnutnou sucastou organizmu,
kde sa zucastiuje na osmotickych a difuznych procesoch bunky (je sucastou
biologickych membran.).

Poruchy metabolizmu a transportu cholesterolu podporuju vznik srdcovo-
cievnych ochoreni. Jeho nadmerny prijem v potrave sposobuje zuizenie priesvitu
(vnutorného prierezu) ciev a nasledné cirkulacné poruchy. Kedze sa cholesterol
nachadza v zivocisnych potravinach, mal by sa ich prijem v strave obmedzovat.

Pri Liebermann-Burchardovej reakcii sa z cholesterolu v prostredi kyseliny
octovej a sirovej odstepuje molekula vody, pricom vznikad karboniovy kation 3,5-
cholestadiénu. Jeho oxidaciou v pritomnosti acetanhydridu vznika modrozeleny
produkt, pentaenylovy kation s absorpcnym maximom 620 nm:

H,C H,C
H,C + CH,COOH, H,S0, H,C Qg
+ acetanhydrid OQ
HO

cholesterol pentaenylovy kation

Reagencie:

1. Standardny roztok cholesterolu v chloroforme s koncentraciou 1 mg/ml

2.vzorka cholesterolu s nezndmou koncentraciou

3.chloroform

4.Liebermann-Burchardov roztok (0,5 ml koncentrovanej kyseliny sirovej
zmiesame s 10 ml vychladeného acetanhydridu. Nasledne, za staleho mie-
Sania, pridame 5 ml ladovej kyseliny octovej. Pripraveny roztok uchova-
vame v chlade. Pred pouZitim nechame zohriat na izbovu teplotu.)

Material:

sada skimaviek, stojan na skimavky, sklenené pipety s nadstavcom, absorpcny
spektrofotometer, sklenené kyvety, laboratorna trepacka

Postup:

Do Siestich oznacenych skimaviek pipetujeme sklenenymi pipetami Stan-
dardny roztok cholesterolu (1 mg/ml) podl'a tabul’ky 2.7 a postupujeme podl'a
pokynov v nej uvedenych. Do siedmej skimavky pipetujeme namiesto Stan-
dardu 3 ml roztoku vzorky cholesterolu s neznamou koncentraciou (do zoSita
nezabudneme zapisat’ ¢islo vzorky).

Pozor, pri stanovovani absorbancie jednotlivych roztokov kyvetu nepre-
myvame vodou. Pouzivame sklenené (nie plastové!) kyvety.

TABUDLKA 2.7 0 1 2 3 4 5 vzorka

Standard cholesterolu  [ml] - 0,5 1 1,5 2 2,5 -

neznama vzorka [ml] — - — - - _

Lieb.-Burch. roztok [ml] 2 2 2 2

2

chloroform

W | N
NN | W

[ml] 5 45 4 3,5 2,5

7218

zazatkovat’ a premiesat’
nechat’ 15 min reagovat’ v tme
urcit’ absorbanciu pri 620 nm

mnozstvo cholesterolu v sku-
mavke [mg]

0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 X

absorbancia pri 620 nm -
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Vyhodno-
tenie:

Pomocou kalibracnych roztokov (skimavky 1 az5) zostrojime kalibracny
graf (zavislost’ absorbancie Standardného roztoku cholesterolu pri 620 nm od
mnozstva) a z neho ur¢ime mnoZzstvo cholesterolu v mg na 3 ml vzorky (x).
Tato hodnotu nésledne prepocitame na 1 ml vzorky. Stanovené mnozstvo cho-
lesterolu porovname so skuto¢nou hodnotou a vypocitame relativnu chybu (v

%).

Zaver:

Uvedieme koncentraciu cholesterolu vo vzorke (v mg/ml) spolu s relativnou
chybou.

Uloha 13:

Dokaz cholesterolu: Salkowského reakcia

Princip:

Koncentrovana kyselina sirova je znacne hygroskopicka a sposobuje odstie-
penie vody z molekuly cholesterolu. Pritom dochddza ku kovalentnému spojeniu
dvoch molekul cholesterolu na pozicii 3 za vzniku bi-cholestadiénu. Nasledne sa
kyselina sirova viaze na molekulu bi-cholestadiénu na poziciach 7 a 7', pricom
sa tvori findlny produkt, cerveno sfarbend bi-sulfonovad kyselina bi-cholesta-
diénu.

bisulfénova kyselina bi-cholestadiénu

Reagencie:

1. Zivoc¢isny tuk

2. rastlinny olej

3.2 % roztok cholesterolu v chloroforme
4. chloroform

5. koncentrovand kyselina sirova

Material:

sada skimaviek, stojan na skimavky, mikropipety

Postup:

Do prvej skamavky dame 1 g zivoc¢iSneho tuku, do druhej 1 ml rastlinného
oleja a do tretej 1 ml chloroformového roztoku cholesterolu. Do kazdej z nich
pridame po 4 ml chloroformu a 2 ml koncentrovanej kyseliny sirovej. Opatrne
premieSame a nechame stat’. Pozorujeme postupni zmenu sfarbenia reakénych
zmesi, pricom horné chloroformové vrstvy maju oranzové az ¢ervené sfarbenia
a spodné kyselinové vrstvy sa sfarbia na zltozeleno.

Pozorova-
nie:

Porovname a zapiSeme sfarbenia roztokov v jednotlivych skimavkach.
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