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Oznaczanie cholesterolu i innych zwigazkow
nierozpuszczalnych w wodzie

Zwiazki nierozpuszczalne w wodzie to grupa bardzo licznych zwiazkéw chemicznych
0 najrozniejszej budowie. Mimo to, wlasciwosci charakterystyczne tych zwiazkow pozwalaja
przeprowadzic¢ ich analize jakosSciowa i ilosciowa w badanych prébkach.

Jednym z najwazniejszych, biologicznie czynnych zwigzkéw nierozpuszczalnych w wodzie jest
cholesterol, ktory jest przedstawicielem steroli zwierzecych. Jest syntetyzowany przez wiekszos¢
narzaddéw, jednak najobficiej powstaje w watrobie i w Scianie jelit. Dominuje w btonach
komorkowych i lipoproteinachosocza krwi. Cholesterol, dzieki obecnosci wigzania podwdjnego,
w obecnosci mocnych kwasow tworzy barwne produkty (préoba Salkowskiego oraz
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Liebermana-Burcharda).

Wprowadzenie

Do zwiazkow nierozpuszczalnych w wodzie zalicza sie lipidy, woski, ttuszcze wtasciwe oraz ttuszcze
ztozone oraz sterole. Zwigzki te posiadaja w swojej budowie glicerol i wyzsze kwasy ttuszczowe lub
sterole. Do grupy tych zwigzkéw zalicza sie wiele réznorodnych struktur chemicznych, ktérych cecha
charakterystyczna jest hydrofobowos$¢ i niepolarnos¢ czasteczki. Najbardziej znanym zwiazkiem
nierozpuszczalnym w wodzie jest cholesterol nalezacy do grupy zwigzkow zwanych sterolami [1].

Sterole

W sktad wszystkich steroli wchodzi uktad czteropierscieniowy, zwany uktadem steroidowym.

HO

Rysunek 1. Uktad steroidowy

Powstaja poprzez formalne podstawienie atomu wegla w pozycji 3 w szkielecie steroidu przez grupe
hydroksylowa. Sterole to zrdéznicowana klasa zwiazkéw i poza szkieletem weglowym
przedstawianym powyzej (Rysunek 1) dla wszystkich steroidéow (nazwa systematyczna szkieletu to:
1,2-cyklopentanoperhydrofenantrenu) oraz grupy hydroksylowej w pozycji 3 nie mozna u nich
wyrdzni¢ wspdlnych cech. Najczesciej grupa hydroksylowa oprécz w pozycji 3 wystepuje w pozycji
17 steroidu [2].

Grupa steroli Pochodz enie Preyktad zwigzkow
fitosteraole roEliny B-sitosterol, stigmasterol, kampesterol | brassikasterol
zoosteErole Twierzeta cholesterol, cholestanol, koprostanol,
mikosterole gryby ergosterc!
sterole syntetyzne sztuzna produkcja | leki antykoncepoyjne i anaboliki

Tabela 1. Podziat steroli ze wzgledu na pochodzenie

Do najwazniejszych steroli zwierzecych nalezy cholesterol, bedacy istotnym sktadnikiem lipoprotein,
bton komérkowych oraz prekursorem wiekszosci zwiazkéw sterydowych wystepujacych
w organizmie, takich jak kwasy zdtciowe i hormony sterydowe: androgeny, estrogeny, progesterony
czy kortykoidy. Pewna czes$¢ cholesterolu wchodzacego w sktad bton biologicznych wystepuje
w formie estréw z kwasami ttuszczowymi. Innym waznym ale mniej znanym sterolem jest ergosterol,
bedacy prekursorem witaminy D2 oraz 7- dehydrocholesterol - prekursor witaminy D3.

Cholesterol



Cholesterol (dawna nazwa to cholesteryna) zwigzek nierozpuszczalny w wodzie, jak juz wspomniano
nalezy do steroidéw alkoholowych (posiada jedna grupe hydroksylowa [1, 3]. Jak w przypadku
innych steroidéw, czasteczka cholesterolu posiada 3 pierscienie szescioweglowe (cykloheksanowe,
jeden z nich zawiera tez wigzanie podwdjne) i czwarty piecioweglowy (cyklopentanowy) - Rysunek 2.

Rysunek 2. Czasteczka cholesterolu

Oznacza sie je kolejnymi literami alfabetu tacinskiego odpowiednio A, B i C oraz D. Pierscienie
szescioweglowe, przedstawiane na rysunkach zazwyczaj w postaci szesSciokata foremnego,
w rzeczywistosci przyjmuja konformacje krzestowa.
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Rysunek 3. Struktura przestrzenna pierscieni cholesterolu; A - uktad steroidowy - numeracja wegli
i oznaczenie pierscieni; B i C - najczesciej wystepujace struktury przestrzenne uktadu steroidowego

Niesie to za soba pewne konsekwencje. Podstawniki w pierscieniu cykloheksanowego moga by¢
utozone:

a. ekwatorialnie (6 podstawnikow),

b. aksjalnie (6 podstawnikéwo duzym zageszczeniu elektronowym)

Konformacja ta sprawia, ze sasiadujace pierscienie leza zwykle aksjalnie oraz w potozeniu trans
wzgledem siebie [3]. Grupy metylowe utozone aksjalnie w potozeniu B, zas grupa hydroksylowa
znajduje sie w potozeniu ekwatorialnym. Czasteczka ta posiada osiem wegli chiralnych (C3, C8, C9,
C10, C13, C14, C17, C20), czyli moze posiada¢ az 256 izomerow optycznych (wyliczenie z wzoru 27,
gdzie n - to liczba atoméw chiralnych). Z czego 128 par enancjomerow. Ze wzgledu, iz atomy te
wchodza w strukture pierscieni, co wywotuje naprezenia steryczne w przyrodzie nie wystepuje az
tyle izomeréw optycznych cholesterolu [3].

Cholesterol, jak i jego pochodne znajduja sie w tratwach lipidowych blon komérkowych komoérek
zwierzecych [4]. Peilni bardzo wazne funkcje w organizmie [5, 6]. Stanowi substrat do syntezy
hormonoéw ptciowych, witamin oraz kwaséw zétciowych. Potocznie cholesterolem nazywa sie obecne
w osoczu krwi pokrewne substancje lipidowe - lipoproteiny, w sktad ktérych miedzy innymi wchodzi



tez cholesterol. Cholesterol dostaje sie do organizmu droga pokarmowa, jak i biosyntezy de novo [2,
7]. Kumuluje sie w tkankach i osoczu krwi, jego nadmiar jest przyczyna niewydolnosci uktadu
krazenia.

Reakcje zwiazkow nierozpuszczalnych w wodzie [2, 8]

Do reakcji charakterystycznych dla zwigzkow nierozpuszczalnych w wodzie specyficzne sa reakcje
dla lipidow. Do reakcji tych zaliczamy:

1.

Wykrywanie gliceryny - jest to reakcja specyficzna organoleptyczna; przeprowadza sie ja

w srodowisku stabo kwasnym lub obojetnym, podczas ogrzewania, glicerydy ulegaja rozpadowi

z wytworzeniem lotnego aldehydu - akroleiny, o charakterystycznym zapachu; nalezy pamietac, iz

akroleina jest karcinogenna.

. Zmydlanie tluszczéw - reakcja oparta na hydrolizie alkalicznej lipidéw, w skutek, ktorej powstaje
gliceryna i sole wyzszych kwaséw tluszczowych, czyli mydia. Reakcja ta polega na tworzeniu
mydetl i wyznaczaniu tzw. liczby zmydlania, tj. liczby miligraméw wodorotlenku potasu
zobojetniajacej kwasy ttuszczowe zawarte w 1g badanego ttuszczu. Wtasciwosci mydet bywaja
rozne w zaleznosci od metalu tworzacego sol: mydta bedace solami litowcow sa rozpuszczalne
w wodzie ale w reakcji z solami metali dwu- i tréjwartosciowych tworza, na skutek wymiany, sole
nierozpuszczalne. Mydta naleza do zwigzkdw powierzchniowo czynnych, tworzacych koloidy

. Wykrywanie wigzan podwojnych w zwiazkach nierozpuszczalnych w wodzie

Obecnos¢ wiazan wielokrotnych C=C w zwigzkach nierozpuszczalnych w wodzie jest zwigzane

Z

wystepowaniem w strukturze kwaséw ttuszczowych. Zatem lipidy daja odczyn charakterystyczny

dla zwigzkow nienasyconych:

- reakcja z roztworem nadmanganianu potasu - jest to reakcja kolorymetryczna; nastepuje zmiana

barwy z purpurowej na bezbarwna w wyniku reakcji jonéw MnO4 dochodzi do utlenienia wigzania
podwdjnego, w wyniku czego powstaje alkohol dwuhydroksylowy (B) lub nastepuje rozerwanie
czasteczki, czego rezultatem jest powstanie dwoch czasteczek aldehydu (A).

?H OH

A CHGH=CH, + KM, / OH (hot) — C(H-(=0 +|-|.[|=u

B. CH;H=(H, + KMnQ,/OH (hot)—> (H CH~CH,
? *0H K

- odczyn Hiibla - reakcja réwniez kolorymetryczna, polegajaca takze na odbarwieniu roztworu;

w reakcji z jodem dochodzi do addycji czasteczki jodu do wigzania podwdjnego, co prowadzi do
powstania dijodopochodnej oraz powoduje odbarwienie roztworu jodu.



Reakcje oznaczania cholesterolu

a. Odczyn Salkowskiego - pod wplywem stezonego kwasu siarkowego tworza sie produkty
kondensacji, dehydratacji i sulfonowania cholesterolu. Powstate produkty sa intensywnie zabarwione,
co umozliwia identyfikacje i oznaczanie ilosSciowe tego sterolu. Zmiana barwy jest spowodowana
reakcja eliminacji dwoch czasteczek wody i powstania czerwonego kwasu disulfonowego
bicholestadien.
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b. Odczyn Liebermanna-Burcharda - natomiast w obecnosci kwasu siarkowego i bezwodnika kwasu
octowego tworzy sie kwas monosulfonowy bicholestadienu
c. Reakcja cholesterolu z bromem

O dozyn Salkow skiego Odczyn Liebermana-Burcharda Reakcja z bromem

* W =uchej probowece * W =uchej probowce *  Kilka krysztatkow
umigscic 1 mL urmiescic 1-2 mL cholesterolu  rozpuscic
chloroformowego chloroformowego w 2 cm® lodowstsgo
roztwaoru cholesterolu roztworu cholesteralu. kwiasu octowego

*  Podwarstwic steionym *  Dodac 5& kropli ¢  Dodawac rozbwor
kwasem siarkowym. bezwodnika bowasy bromu w bwasie

*  \Warsbwa octowego | 2 krople octowym do momentu
chioroformowa  barwi steOneso kowerasu az probka przestanie sie
sie na kolor malinowy, siarkowegD. odbarwiat.
natomiast doina * Pojawia =i czerwone *  Po chwili wydzigla sie
warshwa wykazuje zabarwienie, ktore krystaliczny
zielong fluorescencie. srybko  przechodzi w dibromocholesteraol.

barwe zielong.

Tabela 2. Wykonanie doswiadczen do oznaczania cholesterolu
Podsumowanie

Przedstawicielem zwigzkdw nierozpuszczalnych w wodzie jest cholesterol. Podobnie jak inne zwiazki
tej grupy rozpuszcza sie w eterze, benzenie i innych rozpuszczalnikach organicznych. Sterole
zawierajace podwodjne wigzanie w reakcji z mocnymi kwasami dajg barwne produkty. Slady wody
uniemozliwiaja te reakcje. Reakcje charakterystyczne dla cholesterolu naleza do reakcji barwnych
kolorymetrycznych, poniewaz powstate pochodne sulfonowe tego zwiazku sa barwne: zielone
w reakcji Liebermana-Burcharda i czerwone w reakcji Salkowskiego.



Autor: Lidia Koperwas
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