
6. Lipidy

6. 1.  Ogólna charakterystyka lipidów
Lipidy (tłuszczowce) stanowią grupę związków o zróżnicowanej strukturze lecz o po­
dobnych właściwościach fizyko-chemicznych, są nierozpuszczalne w wodzie, nato­
miast dobrze rozpuszczają się w rozpuszczalnikach organicznych. Lipidy dzieli się 
najczęściej na tłuszcze proste, do których zaliczamy tłuszcze właściwe (estry glicerolu 
i wyższych kwasów tłuszczowych) i woski (estry wyższych jednowodorotlenowych 
alkoholi oraz wyższych kwasów tłuszczowych), tłuszcze złożone (fosfolipidy, glikoli­
pidy) oraz związki tłuszczopodobne (sterole, karotenoidy, chlorofile, witaminy roz­
puszczalne w tłuszczach i inne). Lipidy pełnią szereg funkcji biologicznych. Stanowią 
podstawowy składnik błon biologicznych, pełnią rolę materiału zapasowego, funkcje 
ochronne (woski), uczestniczą w regulacji różnicowania i wzrostu, a także w regulacji 
przemiany materii. Są również zaangażowane w wewnątrzkomórkowy przekaz sygnału 
(np. ceramidy). 

6. 1. 1.  Tłuszcze właściwe
Tłuszcze właściwe stanowią główny składnik zapasowej tkanki tłuszczowej u zwierząt 
i materiał zapasowy w nasionach roślin oleistych (rzepak, słonecznik, soja). W skład 
tych lipidów wchodzą w większości triacyloglicerole, rzadziej mono- i diacyloglicero- 
le. Kwasy tłuszczowe budujące tłuszcze właściwe i inne lipidy posiadają nierozgałę- 
zione łańcuchy o parzystej liczbie atomów węgla (najczęściej Ci6 i Cis). Właściwości 
triacylogliceroli zależą od rodzaju występujących w nich kwasów tłuszczowych. Jeśli 
są to kwasy nasycone (np. stearynowy), wówczas taki tłuszcz jest w temperaturze po­
kojowej ciałem stałym. Obecność wiązań podwójnych w kwasach tłuszczowych (pra­
wie zawsze w konfiguracji cis) wpływa na obniżenie temperatury topnienia tłuszczu. 
Do najczęściej występujących kwasów nienasyconych należą: kwas oleinowy, linolo­
wy, linolenowy i arachidonowy. 

6. 1. 2.  Tłuszcze złożone
Tłuszcze złożone zawierają oprócz alkoholu zestryfikowanego kwasami tłuszczowymi 
dodatkowe składniki: resztę cukrową (glikolipidy) lub resztę kwasu fosforowego (fos­
folipidy). Glikolipidy są głównym składnikiem błon chloroplastów, zwanych tylako- 
idami. Najczęściej zawierają one jedną lub dwie reszty galaktozy i charakteryzują się 
bardzo wysoką zawartością (90% lub więcej) wielonienasyconych kwasów tłuszczo­
wych (głównie kwas linolowy i linolenowy), co zapewnia wysoką płynność tym bło­
nom. 

Przedstawicielem glicerofosfolipidów jest lecytyna. Część polarna tego związku 
tworzy jon obojnaczy, w którym ujemny ładunek reszty fosforanowej i dodatni azotu 
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choliny, tworzą dipol. Część niepolamą stanowią reszty kwasów tłuszczowych. Lecy­
tyna jest podstawowym składnikiem błon biologicznych, bierze udział w procesach 
przemiany materii, opóźnia procesy starzenia, a także wspomaga wykorzystanie wi­
tamin rozpuszczalnych w tłuszczach.

Lecytynę (inaczej fosfatydylocholinę) można zidentyfikować i odróżnić od innych 
glicerofosfolipidów poprzez wykrycie jej charakterystycznych składników, czyli cho­
liny i fosforanu. Lecytyna zawiera również charakterystyczne dla wszystkich tłusz­
czowców kwasy tłuszczowe oraz glicerol.

6.1.3. Związki tłuszczopodobne
Do najważniejszych witamin o charakterze lipidowym należą tokoferole (witamina E), 
których bogatym źródłem są tłuszcze pochodzenia roślinnego (oleje roślinne, masło 
roślinne). Witamina E działa w błonach jako przeciwutleniacz, czyli jest substancją 
hamującą utlenianie (degradację) lipidów budujących błony biologiczne. Poszczegól­
ne tokoferole różnią się ilością i położeniem grup metylowych w pierścieniu aroma­
tycznym. Głównym izomerem występującym w liściach jest a-tokoferol, natomiast 
w olejach roślinnych — y-tokoferol. Najaktywniejszy biologicznie jest a-tokoferol. To­
koferole są syntetyzowane tylko przez rośliny, ale wszystkie organizmy łącznie z czło­
wiekiem wymagają jego obecności w błonach. W przypadku zwierząt muszą one być 
pobierane z pokarmem. Aktywność witaminy E określa się często w jednostkach IU 
(Intemational Units). Przyjmuje się, że 1 mg d-a-tokoferolu jest równoważny 1,49 IU.

6.1.4. Sterydy i cholesterol
Sterydy zawierają cykliczny układ steranu (cyklopentanoperhydrofenantren), są za­
liczane do lipidów ze względu na hydrofobowy charakter. Zarówno sterydy, jak i 
kwasy tłuszczowe są syntetyzowane z acetylo-CoA. Ze względu na rodzaj grup funk­
cyjnych dzieli się sterydy na: sterole, kwasy żółciowe oraz hormony sterydowe. Ste­
rydy tworzą często połączenia z innymi związkami jak kwasy tłuszczowe czy cukrow­
ce (glikozydy nasercowe). . 2



Cholesterol — nienasycony jednowodorotlenowy alkohol należy do steroli zwie­
rzęcych. Podobnie jak inne naturalne sterole zawiera grupy metylowe w pozycjach 
C-io i C-13 oraz łańcuch węglowodorowy dołączony do C-17. Grupa hydroksylowa 
przy C-3 tworzy konformację beta, czyli znajduje się po tej samej stronie płaszczyzny 
co grupa CH3 przy C-10. Jedno wiązanie podwójne występuje w pierścieniu B po­
między C-5 i C-6. Cholesterol występuje w organizmie zarówno w postaci wolnej, jak 
i związanej z kwasami tłuszczowymi. Najbogatsze w ten związek są mózg i nadnercza. 
Cholesterol stanowi istotny składnik błon biologicznych (z wyjątkiem błon mito- 
chondrialnych), jest prekursorem kwasów żółciowych, hormonów sterydowych i wi­
taminy D3. Rozpuszcza się w chloroformie, eterze i benzenie.

ZAGADNIENIA DO OPRACOWANIA:

• Podział lipidów, lipidy proste i złożone, cholesterol, sterydy, hormony stery­
dowe oraz rola fizjologiczna lipidów i cholesterolu.

• Związki zawierające lipidy — lipoproteiny, glikolipidy, glikozydy.
• Metabolizm lipidów i enzymy uczestniczące w tych procesach.
• Witaminy rozpuszczalne w tłuszczach i ich rola.
• Metody chromatograficzne, rodzaje; techniki stosowane w chromatografii.
• Zasady wszystkich wykonywanych na ćwiczeniach oznaczeń.

LITERATURA UZUPEŁNIAJĄCA
• Fizjologia roślin. Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Wydawnictwo Naukowe 

PWN, Warszawa 2005.

6.2. Identyfikacja składników lecytyny
Wykrywanie poszczególnych składników lipidów zostanie przeprowadzone na przy­
kładzie lecytyny.

6.2.1. Wykrywanie kwasu fosforowego

ZASADA:
W preparacie lecytyny poddanej hydrolizie można wykryć wolny kwas fosforowy, 
który w obecności HNO3 reaguje z molibdenianem amonu dając fosfomolibdenian 
amonu.
H3PO4 + 12(NH4)2MoO4 + 2IHNO3 (NH4)3PO4»12MoO3«2 H2O + 21NK.NO3 + 10H2O

WYKONANIE:
Do 0,5 ml 1% etanolowego roztworu lecytyny dodać 1 ml 10% roztworu NaOH i do­
prowadzić do wrzenia. Po oziębieniu dodać 2 ml 2 M HNO3 (UWAGA: ale nie stę­
żonego!) a następnie dodać szpatułką molibdenianu amonu i podgrzać. Roztwór za­
barwia się na żółto.
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6.2.2. Wykrywanie choliny

ZASADA:
W środowisku silnie zasadowym lecytyna ulega hydrolizie, a uwolnioną cholinę 
można zidentyfikować. Cholina jest czwartorzędowym kationem amoniowym, który 
w tych warunkach rozpada się do trimetyloaminy i glikolu etylenowego. Trimetylo- 
amina ma charakterystyczny zapach solanki śledziowej, który pozwala zidentyfiko­
wać obecność choliny w fosfolipidach.

OH’ CHa rtLJ. CHa
HO-CH2-CH2-N-CH3 -----► HaC-N + HO-CH2-CH2-OH

CHa CHa

WYKONANIE:
Do 0,5 ml 1% etanolowego roztworu lecytyny dodać 2 ml 30% roztworu NaOH tak, 
aby nie zwilżyć wylotu probówki i ogrzewać do wrzenia. Wylot probówki ostrożnie 
powąchać i umieścić zwilżony wodą papierek lakmusowy u wylotu probówki. Zaob­
serwować i wytłumaczyć zmianę zabarwienia papierka.

6.2.3. Wykrywanie glicerolu. Reakcja z wodorotlenkiem miedzi (II)
ZASADA:
Glicerol jako alkohol wielowodorotlenowy tworzy z Cu(0H)2 połączenie komplekso­
we o intensywnym niebieskim zabarwieniu.

WYKONANIE:
0,5 ml 1% roztworu lecytyny przenieść do probówki, dodać 4 ml 30% roztworu NaOH 
i ogrzać do wrzenia. Po oziębieniu dodać 0,7 ml roztworu CuSO4, który tworzy 
z glicerolem połączenie kompleksowe. Zaobserwować zmianę zabarwienia.

6.2.4. Wykrywanie kwasów tłuszczowych

ZASADA:
Tłuszcze ulegają reakcji hydrolizy, którą można przeprowadzić stosując przegrzaną 
parę wodną — otrzymuje się wtedy wolne kwasy tłuszczowe i glicerol, względnie 
w środowisku zasadowym. W tym przypadku produktami reakcji poza alkoholem są 
mydła, czyli sole wyższych kwasów tłuszczowych. Mydła potasowe i sodowe są roz­
puszczalne w wodzie i jako substancje powierzchniowo czynne (detergenty) powodu­
ją silne pienienie się roztworu. Natomiast mydła wapniowe i magnezowe są nieroz­
puszczalne w wodzie i wytrącają się z roztworu.

WYKONANIE:
Do probówki zawierającej 0,5 ml 1% etanolowego roztworu lecytyny dodać 1 ml 10% 
roztworu NaOH i ogrzać do wrzenia. Po oziębieniu dodać 2 ml wody destylowanej, 
probówkę zamknąć szczelnie korkiem i wytrząsać. Zaobserwować pienienie się roz­
tworu.
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6.2.4-1- Wykrywanie nienasyconych kwasów tłuszczowych

ZASADA:
Podwójne wiązania w nienasyconych kwasach tłuszczowych przyłączają chlorowce 
(addycja — przyłączenie jednej cząsteczki do drugiej bez powstawania produktów 
ubocznych).

CH3-(CH2)7-CH = CH-(CH2)7-COOH + Br2---- ►
kwas oleinowy

CH3-(CH2)7-CH - CH-(CH2)7-COOH

Br Br

Reakcja przyłączania chlorowców pozwala na wykrywanie obecności nienasyconych 
wiązań, a także jest podstawą do ich ilościowego oznaczania (oznaczanie liczby jodo­
wej). Aby wykryć obecność wiązań podwójnych korzystamy z faktu, że woda bromo­
wa (nasycony, wodny roztwór bromu) ma silne żółte zabarwienie, natomiast przyłą­
czenie bromu do wiązań podwójnych powoduje utratę barwy.

WYKONANIE:
Do 0,5 ml 1% etanolowego roztworu lecytyny dodać 2 ml etanolu, a następnie 2 ml 
wody bromowej i dobrze wymieszać. Równocześnie wykonać próbę kontrolną 
(o,5 ml etanolu). Niezwłocznie zaobserwować różnice zabarwienia w obu probów­
kach.

6.3. Liczba jodowa
ZASADA:
Liczba jodowa (LJ) jest to liczba gramów chlorowca, w przeliczeniu na jod, która 
w określonych warunkach ulega reakcji addycji do atomów węgla połączonych wią­
zaniem podwójnym, zawartych w 100 gramach badanego tłuszczu. LJ jest zatem 
miernikiem stopnia nienasycenia tłuszczu, w związku z tym może służyć do identyfi­
kacji tłuszczów. Tłuszcze roślinne posiadają znacznie większą zawartość nienasyco­
nych kwasów tłuszczowych niż tłuszcze zwierzęce. Przykładowo LJ oleju słoneczni­
kowego wynosi 136-148, oliwy z oliwek 
można oznaczyć metodą Hanusa.

o
CH2O-c-(CH2)16CH3

1 o —
CHO---C—(CH2)16CH3

i 9

¡-94, zas smalcu 45-70. Liczbę jodową

o
CH2O-C-(CH2)16CH3

1 9
CHO—C— (CH2)ibCH3

| O II
CH2O- c

IBr (jodobromek) ulega addycji do wiązań podwójnych w tłuszczu. Do reakcji 
używa się nadmiaru IBr. Nieprzereagowany IBr w reakcji z KI daje I2.

IBr + KI —> I2 + KBr
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Wydziela się molowo tyle I2, ile pozostało nieprzereagowanego IBr. Wydzielony I2 
miareczkuje się tiosiarczanem sodu (Na2S2O3). Jest to reakcja utlenienia i redukcji. 
Wskaźnikiem w tej reakcji jest skrobia, która z I2 daje granatowe zabarwienie. Zanik 
tego zabarwienia świadczy o zakończeniu reakcji.

2 S2O32 - 2 e —> S4Oó 2
I2 + 2e —> 21

2 S2O32’ + I2 -> S4O62’ + 2F

WYKONANIE:
Do suchej kolby z doszlifowanym korkiem o pojemności 200 ml odważyć 0,7 g ma­
sła i oleju (zanotować dokładną masę tłuszczu) i starannie rozpuścić w 10 ml chloro­
formu.' Dodać 25 ml odczynnika Hanusa, zamknąć kolbę korkiem i po wymieszaniu 
pozostawić w ciemnym miejscu na 30 min wstrząsając co pewien czas. Równolegle 
wykonać próbę kontrolną niezawierającą tłuszczu. Następnie dodać 15 ml 10% wod­
nego roztworu KI (zmywając nim szyjkę kolby i korek) i dokładnie wymieszać. Na­
tychmiast miareczkować 0,1 M roztworem Na2S2O3 dodając pod koniec, gdy barwa 
roztworu stanie się słomkowa, około 1 ml roztworu skrobi i kontynuować miarecz­
kowanie aż do zniknięcia barwy niebieskiej.

OBLICZENIA:
. LJ = 1,269 • (a-b)/m

gdzie:
a — objętość 0,1 M Na2S2O3 zużytego na miareczkowanie próby kontrolnej [ml] 
b — objętość 0,1 M Na2S2O3 zużytego na miareczkowanie próby badanej [ml] 
m — masa tłuszczu [g]
126,9 — gramorównoważnik jodu (we wzorze powyżej przeliczony na 100 g tłuszczu)

Oznaczenie wykonać dla dwóch różnych tłuszczów. Wyniki porównać.

6.4. Liczba nadtlenkowa
ZASADA:
Liczba nadtlenkowa (LOO) jest to liczba mililitrów mianowanego roztworu tiosiar­
czanu sodu potrzebna do zmiareczkowania jodu wydzielonego z roztworu jodku po­
tasu w wyniku działania nadtlenków zawartych w 1 gramie tłuszczu. Liczba nadtlen­
kowa jest miarą zawartości nadtlenków i traktowana jest jako wskaźnik stopnia 
utlenienia (zjełczenia) tłuszczu. Maksymalne dopuszczalne wartości LOO wynoszą 
dla oleju słonecznikowego 5,0, dla oliwy z oliwek 20,0, a dla smalcu 6,0.

WYKONANIE:
Odważyć około 2 g tłuszczu (z dokładnością do 0,001 g) i przenieść do kolby stożko­
wej. Dodać 10 ml chloroformu, wymieszać do całkowitego rozpuszczenia się tłuszczu, 
a następnie dodać 15 ml kwasu octowego i 1 ml roztworu KI, po czym zamknąć kor­
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kiem na szlif. Mieszać zawartość kolby przez 1 min, a następnie pozostawić dokładnie 
na 5 min w ciemności. Dodać 75 ml wody destylowanej opłukując starannie korek, 
5 kropel roztworu skrobi i po wymieszaniu miareczkować 0,002 M roztworem tio­
siarczanu sodu. Równolegle wykonać próbę kontrolną.

OBLICZENIA:

LOO = 0,002 • (a-b) • 1000/m [milirównoważniki aktywnego O2/kg]

gdzie:
a — objętość roztworu Na2S2O3 zużyta na zmiareczkowanie próby badanej [ml] 
b — objętość roztworu Na2S2O3 zużyta na zmiareczkowanie próby kontrolnej [ml] 
m — masa próbki [g]

Porównać otrzymane wyniki z wartościami zalecanymi przez polskie normy. 
Sprawdzić czy jakość badanych olejów jest zgodna z obowiązującymi normami i oce­
nić ich przydatność do spożycia.

6.5. Oznaczanie ilościowe tokoferolu
ZASADA:
Do ilościowego oznaczania witaminy E może służyć jej reakcja ze stabilnym, barw­
nym wolnym rodnikiem: 1,1-difenylopikrylohydrazylem (DPPH), który w wyniku 
reakcji z tokoferolem przekształca się w bezbarwny produkt. Powyższą reakcję prze­
prowadza się w chloroformie.

6.5.1. Sporządzanie krzywej wzorcowej
WYKONANIE:
Odmierzyć kolejno do pięciu suchych probówek taką objętość roztworu a-tokoferolu 
o stężeniu 2 mM, aby po uzupełnieniu roztworów do 2 ml, stężenie końcowe a-toko- 
ferolu wynosiło w nich: o, 10, 20, 30 oraz 40 pM. Następnie uzupełnić próbki do ob­
jętości 2 ml roztworem DPPH w chloroformie (75 pM). Próbę ślepą stanowi probów­
ka zawierająca 2 ml DPPH w chloroformie (75 pM), próbki wymieszać, zamknąć 
szczelnie korkami i odstawić w ciemne miejsce na 30 min. Po upływie tego czasu 
zmierzyć absorbancję roztworów przy 529 nm na spektrofotometrze względem wody. 
Absorbancja próbki bez tokoferolu powinna wynosić około 1,0.

6.5.2. Oznaczanie zawartości tokoferolu w tłuszczach

WYKONANIE:
Odważyć dokładnie na wadze analitycznej, w probówkach o objętości 10 ml, około 
50 mg oleju roślinnego, około 100 mg masła roślinnego i około 100 mg masła. Dodać 
do każdej probówki 4 ml roztworu DPPH, zamknąć szczelnie korkami i wytrząsnąć 
do utworzenia się równomiernej zawiesiny. Do probówki z masłem dodać szpatułką 
bezwodnego MgSO4 i powtórnie wytrząsnąć. Odstawić probówki na 30 min w ciem­
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ne miejsce. Po upływie tego czasu zmierzyć absorbancję każdej z próbek wobec pró­
by ślepej dla długości fali 529 nm.

OPRACOWANIE WYNIKÓW:
Wykreślić krzywą wzorcową zależności absorbancji od stężenia wzorcowego roztwo­
ru a-tokoferolu. Korzystając z krzywej wzorcowej wyznaczyć stężenie tokoferolu 
w badanych próbkach, a następnie zawartość tokoferolu w materiale wyjściowym 
w mg witaminy E w 100 g tłuszczu dla masła roślinnego i masła oraz w mg witaminy 
E w 100 ml oleju (gęstość oleju wynosi 0,89 g/cma). Uzyskane wyniki porównać z da­
nymi na opakowaniach. Przykładowo zawartość witaminy E w oleju słonecznikowym 
„Floriol” wynosi 70 mg/100 ml, w margarynie „Bona” powyżej 24 mg/100 g, a w ma­
śle około 2 mg/100 g.

6.6. Ekstrakcja i analiza chromatograficzna 
lipidów roślinnych

ZASADA:
Lipidy izoluje się z tkanek za pomocą rozpuszczalników organicznych, takich jak 
mieszanina chloroform/metanol lub octan etylu. Barwniki fotosyntetyczne, które 
również ulegają ekstrakcji, nie przeszkadzają w rozdziale chromatograficznym lipi­
dów. Do rozdzielania mieszaniny lipidów na poszczególne składniki wykorzystuje się 
metodę chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na żelu krzemionkowym (silica gel) 
w odpowiednim układzie rozpuszczalników. Aby zidentyfikować poszczególne lipidy, 
równocześnie z badaną próbką nanosi się standardy lipidów. Lipidy są związkami 
bezbarwnymi i aby je zidentyfikować na płytkach przeprowadza się reakcje barwne.

6.6.1. Ekstrakcja
WYKONANIE:
Około 0,5 g świeżych liści pszenicy lub innej rośliny pociąć i utrzeć dokładnie w moź­
dzierzu z dodatkiem 2 ml octanu etylu. Następnie odczekać aż fragmenty liści opad- 
ną na dno moździerza pozostawiając ciemnozielony nadsącz. Zebrać go przy użyciu 
pipety automatycznej o objętości 1 ml i przesączyć do probówki, używając sączka.

6.6.2. Chromatografia cienkowarstwowa lipidów
WYKONANIE:
Rozdział przeprowadza się na gotowych płytkach firmy Merck z naniesioną na folię 
aluminiową warstwą żelu krzemionkowego o grubości 0,2 mm. Na płytce o wymia­
rach 10 x 5 cm narysować ołówkiem linię startu w odległości 0,5 cm od krótszej kra­
wędzi i zaznaczyć na niej 5 miejsc nanoszenia próbek o długości 0,5 cm. Podpisać 
miejsca nanoszenia próbek (od lewej strony): M dla wzorca MGDG (monogalaktozy- 
lodiacyloglicerolu), El dla ekstraktu, D dla wzorca DGDG (digalaktozylodiacyloglice- 
rolu), E2 dla ekstraktu i S dla wzorca sulfolipidu. Nanieść na płytkę mikrostrzykawką 
lub pipetą automatyczną (na 20 pl) w odpowiednie miejsca następujące objętości 
próbek: 10 pl dla standardów i El oraz 20 pl dla E2, użyć suszarki w celu szybszego 
odparowywania ekstraktu. Po naniesieniu próbek włożyć płytkę do komory chroma­
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tograficznej wypełnionej wcześniej mieszaniną aceton:benzen:woda 81:30:4. Chroma- 
togram rozwijać do momentu osiągnięcia przez czoło rozpuszczalnika odległości około 
0,5 cm od górnej krawędzi płytki. Następnie płytkę wyjąć, wysuszyć pod dygestorium 
i włożyć na 15 min do drugiej komory chromatograficznej wypełnionej parami jodu. 
Jod uwidacznia lipidy, tworząc z nimi brunatny kompleks.

OPRACOWANIE WYNIKÓW:
Po wywołaniu chromatogramu obrysować ołówkiem ciemne plamy i zidentyfikować 
poszczególne lipidy w ekstrakcie. Wytłumaczyć kolejność wędrówki badanych gliko­
lipidów na podstawie ich budowy.

6.7. Ilościowe oznaczanie cholesterolu
ZASADA:
Cholesterol jest sterolem występującym w ustroju w postaci wolnej lub zestryfikowa- 
nej kwasami tłuszczowymi. Do ilościowego oznaczenia cholesterolu wykorzystuje się 
reakcję Liebermanna-Burhardta. Cholesterol zadany stężonym H2SO4 w obecności 
bezwodnika kwasu octowego tworzy monosulfonowy kwas bicholestadienu, charak­
teryzujący się zielonym zabarwieniem. Ponieważ w czasie tej reakcji zachodzi odcią­
gnięcie cząstek wody od cząsteczek cholesterolu, nawet śladowe ilości wody unie­
możliwiają przebieg reakcji. Reakcję Liebermanna-Burhardta daje zarówno chole­
sterol wolny, jak i zestryfikowany kwasami tłuszczowymi. Gdyby zadać badaną 
próbkę surowicy digitoniną, która łącząc się z wolnym cholesterolem powoduje wy­
trącenie go z roztworu, można oznaczyć tylko cholesterol zestryfikowany kwasami 
tłuszczowymi.
UWAGA: wszystkie probówki i pipety używane do oznaczenia cholesterolu muszą 
być suche.

KWAS MONOSULFONOWY BICHOLESTADIENU

6.7.1. Wykreślanie krzywej wzorcowej
WYKONANIE:
Do pięciu probówek odpipetować kolejno 1, 2, 3, 4 i 5 ml wzorcowego roztworu cho­
lesterolu w chloroformie o stężeniu 20 mg/100 ml. Następnie uzupełnić chlorofor­
mem zawartość probówek do objętości 5 ml. Próba ślepa zawiera 5 ml chloroformu. 
Do wszystkich probówek dodać po 2 ml bezwodnika kwasu octowego i po 0,1 ml stę­
żonego H2SO4, po czym zawartość probówek wymieszać, zakorkować i odstawić na 
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15 min w ciemne miejsce. Po upływie tego czasu zmierzyć absorbancję każdej z pró­
bek wobec próby ślepej zmierzonej przy długości fali 660 nm. Na podstawie uzyska­
nych wyników wykreślić krzywą wzorcową.

6.7.2. Oznaczanie całkowitego cholesterolu w surowicy
WYKONANIE:
0,2 ml surowicy zmieszać z 9,8 ml chloroformu i wytrząsać energicznie przez 5 min. 
Równocześnie należy wykonać próbę ślepą, biorąc zamiast surowicy 0,2 ml wody 
destylowanej. Następnie dodać około 2 g bezwodnego MgSO4 w celu związania wody 
obecnej w próbce i ponownie wytrząsać przez 5 min. Próbki przesączyć, pobrać 5 ml 
przesączu i dodać 2 ml bezwodnika kwasu octowego oraz 0,1 ml stężonego H2SO4. 
Dalej postępować jak przy wykonywaniu krzywej wzorcowej. Na podstawie wykre­
ślonej dla cholesterolu krzywej wzorcowej podać zawartość cholesterolu w badanej 
próbce osocza.

ODCZYNNIKI:
1% roztwór lecytyny; 10% i 30% roztwór NaOH; 2 M HNO3; 0,5% CuSOą; 10% KI; 
0,1 M i 0,002 M Na2S2O3; 1% skrobia; tłuszcze: masło, oleje roślinne; molibdenian 
amonu in substantia; etanol; kwas octowy; woda bromowa; chloroform; odczynnik 
Hanusa (13 g I2 i 8 g Br2 rozpuścić w 1000 ml lodowatego kwasu octowego). Roztwór 
wzorcowy (2 mM) a-tokoferolu; roztwór DPPH (75 pM) w chloroformie; chloroform; 
octan etylu; roztwory wzorcowe lipidów; mieszanina aceton:benzen:woda 81:30:4. 
Wzorcowy roztwór cholesterolu w chloroformie o stężeniu 20 mg/ml; osocze ludzkie; 
stężony H2SO4; bezwodny MgSO4.

MATERIAŁY I SPRZĘT LABORATORYJNY:
Papierek lakmusowy; waga; biurety; spektrofotometr; świeże liście; moździerz; płyt­
ka do chromatografii cienkowarstwowej; ołówek; linijka; pisak; suszarka do włosów; 
komora chromatograficzna z solwentem aceton:benzen:woda; komora chromatogra­
ficzna wypełniona parami jodu.

6.8. Oznaczanie aktywności lipazy trzustkowej (EC.3.1.1.3)
Lipazy to grupa enzymów o stosunkowo niskiej swoistości działania. Lipazy triacylo- 
gliceroli spełniają w organizmie dwie podstawowe funkcje: 1) są enzymami trawien­
nymi hydrolizującymi lipidy do związków, które mogą być wchłaniane w przewodzie 
pokarmowym; 2) lipazy występujące w tkance tłuszczowej umożliwiają wykorzysty­
wanie zgromadzonych tam lipidów jako źródła energii. Aktywność lipaz znajdujących 
się w komórkach tłuszczowych jest regulowana hormonalnie. Adrenalina, noradre­
nalina, glukagon i ACTH poprzez aktywację cyklazy adenylanowej i wzrost stężenia 
cAMP w komórce aktywują kinazę białkową A, która fosforyluje a przez to aktywuje 
lipazę. Insulina prowadzi do obniżenia poziomu cAMP w komórkach tłuszczowych 
i hamuje lipolizę.
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Lipazy są jedną z głównych grup enzymów trawiennych. Choć istnieje lipaza .ję­
zykowa” — wydzielana przez gruczoły języka oraz lipaza żołądkowa, to jednak główny 
ciężar hydrolizy lipidów przypada na lipazę trzustkową. Aktywność tego enzymu nie 
jest regulowana hormonalnie, natomiast wzrasta ona w obecności soli kwasów żół­
ciowych, fosfolipidów i białka — kolipazy. W wyniku całkowitej hydrolizy triacylogli- 
ceroli powstają glicerol i kwasy tłuszczowe. Jednak lipaza trzustkowa jest enzymem 
działającym specyficznie na pierwszorzędowe wiązania estrowe — to znaczy, że w pier­
wszym rzędzie odszczepia kwasy tłuszczowe znajdujące się w pozycji 1 i 3 triacylogli- 
cerolu. Powstały 2-monoacyloglicerol może ulec izomeryzacji z wytworzeniem pierw- 
szorzędowego wiązania estrowego i dzięki temu ulec dalszej hydrolizie pod wpływem 
lipazy. Proces izomeryzacji jest jednak powolny i dlatego 2-monoacyloglicerole są 
głównymi produktami końcowymi trawienia triacylogliceroli.

Żółć jest produkowana w wątrobie i odgrywa istotną rolę w procesie trawienia. 
W skład żółci, oprócz wody, wchodzą kwasy żółciowe, mucyna, barwniki żółciowe, 
cholesterol, kwasy tłuszczowe i sole nieorganiczne. Sole kwasów żółciowych są po­
larnymi pochodnymi cholesterolu. Dzięki obecności zarówno grup polarnych, jak 
i niepolamych są znakomitymi detergentami. Działają emulgująco na tłuszcze, dzięki 
czemu zwiększają dostępność cząsteczek lipidów dla działania lipazy. Sole kwasów 
żółciowych ułatwiają więc hydrolizę lipidów.

W wielu schorzeniach, takich jak przewlekłe zapalenie trzustki czy rak trzustki do­
chodzi do niedoboru enzymów trawiennych. Szereg leków zawierających skoncen­
trowane wyciągi z trzustki zwierzęcej lub zestaw oczyszczonych z różnych źródeł en­
zymów hydrolitycznych może ułatwić pacjentom trawienie i przyswajanie pokar­
mów. Takim lekiem jest Panzytrat. Jedna kapsułka Panzytratu zawiera (oprócz 
innych hydrolaz) lipazę o aktywności 10 000 U.

R - reszta dowolnego kwasu tłuszczowego

ZASADA:
Aktywność lipazy można oznaczyć przez zmiareczkowanie ilości uwolnionych kwa­
sów tłuszczowych. Metodę tę można stosować do określenia aktywności lipazy w do­
wolnym preparacie enzymu (np. w leku); pozwala ona również na zbadanie wpływu 
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dodatkowych czynników (np. żółci) na aktywność lipazy. Aby oznaczyć aktywność 
enzymatyczną dowolnego enzymu należy określić szybkość początkową reakcji. 
W tym celu dokonuje się pomiaru przyrostu stężenia produktu (lub ubytku substra- 
tu) w zależności od czasu reakcji. Lipaza charakteryzuje się stosunkowo niską aktyw­
nością molekularną i należy, na podstawie wstępnych doświadczeń, tak dobrać ilość 
substratu i czas trwania reakcji, aby uprościć kolejne oznaczenia i prawidłowo wy­
znaczyć szybkość początkową reakcji w oparciu o jeden punkt doświadczalny (czyli 
jeden czas inkubacji enzymu z substratem). Wstępne doświadczenia pozwoliły usta­
lić takie warunki, przy których możemy mieć pewność, że po upływie wybranego 
przez nas czasu inkubacji enzymu z substratem, szybkość reakcji jest wciąż równa 
szybkości początkowej, czyli zależność przyrostu produktu od czasu jest wciąż pro­
stoliniowa.
Oto schemat doświadczenia:

1. Przygotowanie dwóch mieszanin reakcyjnych:
• enzym — preparat leku Panzytrat; bufor - 0,1 M bufor fosforanowy pH 7,0 

(optimum działania lipazy przypada na pH 7,0-8,5); substrat — emulsja 
oleju;

• enzym — preparat leku Panzytrat; czynnik wpływający na aktywność en­
zymatyczną — żółć; substrat — emulsja oleju;

2. Reakcja rozpoczyna się w momencie dodania do mieszaniny reakcyjnej 
ostatniego składnika. Reakcję prowadzimy przez 40 min w łaźni wodnej 
(4O°C) przy silnym wytrząsaniu. Reakcję zatrzymuje dodanie etanolu.

3. Oznaczenie ilości produktu w próbkach — oznaczenie ilości uwolnionych kwa­
sów tłuszczowych przez miareczkowanie mianowanym roztworem NaOH.

WYKONANIE:
Przygotować łaźnię wodną o temperaturze 4O°C. Przygotować odpowiednie rozcień­
czenie preparatu enzymu: 1 kapsułka Panzytratu zawiera 25 „perełek”. Preparat en­
zymu do oznaczenia aktywności lipazy należy przygotować przez rozpuszczenie 4 pe­
rełek wyjętych z kapsułki w 20 ml 0,1 M buforu fosforanowego pH 7,0. Przygotować 
4 kolbki Erlenmayera (o objętości 50 ml) i sporządzić w nich mieszaniny kontrolne:

I — 5 ml emulsji oleju; 5 ml buforu fosforanowego pH 7,0
II — 5 ml emulsji oleju; 1 ml żółci, 4 ml buforu fosforanowego pH 7,0

oraz mieszaniny reakcyjne:
I' — 5 ml emulsji oleju; 1 ml buforu fosforanowego pH 7,0,4 ml preparatu 

enzymu
II’ — 5 ml emulsji oleju; 1 ml żółci, 4 ml preparatu enzymu

Wstawić kolbki do łaźni wodnej i prowadzić reakcję przez 40 min przy silnym wy­
trząsaniu. Po zakończeniu inkubacji wyjąć kolbki z łaźni wodnej i dodać do nich po 
8 ml etanolu w celu zatrzymania reakcji enzymatycznej. Dodać po 10 kropli fenolof- 
taleiny. Miareczkować zawartość kolbek (przy silnym mieszaniu na mieszadle ma­
gnetycznym) używając mianowanego 0,05 M NaOH, aż do pojawienia się utrzymują­
cego się, wyraźnego różowego zabarwienia (UWAGA: w kolbkach zawierających 
żółć zabarwienie będzie różowopomarańczowe).
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OPRACOWANIE WYNIKÓW:
Należy wyznaczyć aktywność enzymatyczną lipazy w 1 kapsułce leku Panzytrat oraz 
określić wpływ żółci na aktywność enzymatyczną lipazy.

1. Z ilości ml 0,05 M NaOH zużytego do miareczkowania obliczyć ilość pmoli 
jonów H+ obecnych w poszczególnych kolbkach. Zawartość H+ w kolbkach 
zawierających próby kontrolne odpowiada ilości kwasów tłuszczowych (lub 
innych) obecnych w próbkach jeszcze przed hydrolizą, a także tych, które 
uwolniły się z substratu w trakcie inkubacji, ale nie w wyniku działania lipa­
zy. Wartości te należy odjąć od analogicznych próbek badanych (F- I; II’- II), 
aby określić liczbę pmoli kwasów tłuszczowych uwolnionych w wyniku dzia­
łania lipazy.

2. Ze wstępnych doświadczeń wynika, że zależność przyrostu ilości kwasów 
tłuszczowych od czasu reakcji jest prostoliniowa przez co najmniej 1 godzinę, 
przy użyciu 5 ml emulsji oleju oraz 4 ml preparatu leku (4 perełki/20 ml). 
Korzystając z tych danych obliczyć szybkość początkową oraz aktywność li­
pazy w obu badanych próbkach (bez żółci (Al) i w obecności żółci (A2).

3. Obliczyć aktywność enzymatyczną lipazy (Al) w 1 kapsułce leku. Należy pa­
miętać, że w mieszaninie reakcyjnej znajdowały się 4 ml roztworu enzymu 
uzyskanego przez rozpuszczenie 4 perełek w 20 ml buforu, a jedna kapsułka 
zawiera 25 perełek. Stąd aktywność lipazy w jednej kapsułce wynosi: 25 x 
(Al : 0.8) = 31,25 x Al. Porównać uzyskaną wartość z aktywnością lipazy 
podaną w ulotce informacyjnej leku.

4. Porównać aktywność lipazy działającej bez żółci i w obecności żółci. Obliczyć 
ile razy żółć zwiększa aktywność lipazy.

ODCZYNNIKI I SPRZĘT LABORATORYJNY:
0,1 M bufor fosforanowy pH 7,0; roztwór leku Panzytrat: 1 perelka/5 ml buforu fos­
foranowego pH 7,0; świeża żółć; świeżo przygotowana emulsja oleju (równe objętości 
oleju i 10% roztworu gumy arabskiej — polisacharyd roślinny używany jako emulga­
tor + 0,2% benzoesan sodu homogenizować aż do uzyskania jednorodnej emulsji); 
mianowany roztwór o.o^M NaOH; fenoloftaleina; etanol; łaźnia wodna z wytrząsa­
niem; termometr; mieszadło magnetyczne; biurety.
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