6. LIPIDY

6.1. Ogodina charakterystyka lipidow

Lipidy (tuszczowce) stanowig grupe zwigzkéw o zréznicowanej strukturze lecz o po-
dobnych wlasciwosciach fizyko-chemicznych, sa nierozpuszczalne w wodzie, nato-
miast dobrze rozpuszczaja sie w rozpuszczalnikach organicznych. Lipidy dzieli sie
najczesciej na tluszcze proste, do ktorych zaliczamy tluszcze wiasciwe (estry glicerolu
i wyzszych kwasow tluszczowych) i woski (estry wyzszych jednowodorotlenowych
alkoholi oraz wyzszych kwasow tluszczowych), tluszcze ztozone (fosfolipidy, glikoli-
pidy) oraz zwiazki tluszczopodobne (sterole, karotenoidy, chlorofile, witaminy roz-
puszczalne w tluszczach i inne). Lipidy pelnia szereg funkgji biologicznych. Stanowia
podstawowy skiadnik blon biologicznych, pelnig role materialu zapasowego, funkcje
ochronne (woski), uczestnicza w regulacji roznicowania i wzrostu, a takze w regulacji
przemiany materii. S3 rowniez zaangazowane w wewngtrzkomorkowy przekaz sygnatu
(np. ceramidy).

6.1.1. Tluszcze wiasciwe

Tluszcze wlasciwe stanowig glowny skladnik zapasowej tkanki tluszczowej u zwierzat
i material zapasowy w nasionach roslin oleistych (rzepak, slonecznik, soja). W skiad
tych lipidéw wchodza w wiekszosci triacyloglicerole, rzadziej mono- i diacyloglicero-
le. Kwasy tluszczowe budujace tluszcze whasciwe i inne lipidy posiadaja nierozgale-
zione laficuchy o parzystej liczbie atoméw wegla (najczesciej Cye i Ci8). Wlasciwosei
triacylogliceroli zaleza od rodzaju wystepujacych w nich kwaséw tluszczowych. Jesli
s3 to kwasy nasycone (np. stearynowy), wowczas taki thuszcz jest w temperaturze po-
kojowej cialem stalym. Obecno$¢ wigzan podwojnych w kwasach tluszczowych (pra-
wie zawsze w konfiguracji cis) wplywa na obnizenie temperatury topnienia tluszczu.
Do najczesSciej wystepujacych kwasow nienasyconych naleza: kwas oleinowy, linolo-
wy, linolenowy i arachidonowy.

6.1.2. Tluszcze ziozone

Thuszcze zlozone zawieraja oprocz alkoholu zestryfikowanego kwasami tluszczowymi
dodatkowe skladniki: reszte cukrowy (glikolipidy) lub reszte kwasu fosforowego (fos-
folipidy). Glikolipidy s3 gtéwnym skladnikiem blon chloroplastéw, zwanych tylako-
idami. Najczeéciej zawieraja one jedng lub dwie reszty galaktozy i charakteryzuja sie
bardzo wysoka zawarto$cia (90% lub wiecej) wielonienasyconych kwasow tluszczo-
wych (gléwnie kwas linolowy i linolenowy), co zapewnia wysoka plynnos¢ tym blo-
nom.

Przedstawicielem glicerofosfolipidow jest lecytyna. Cze$¢ polarna tego zwigzku
tworzy jon obojnaczy, w ktérym ujemny ladunek reszty fosforanowej i dodatni azotu
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choliny, tworza dipol. Czesé niepolarng stanowig reszty kwaséw tluszczowych. Lecy-
tyna jest podstawowym skiadnikiem blon biologicznych, bierze udzial w procesach
przemiany materii, opéznia procesy starzenia, a takze wspomaga wykorzystanie wi-
tamin rozpuszczalnych w thuszczach. .

Lecytyne (inaczej fosfatydylocholine) mozna zidentyfikowa¢ i odréznié od innych
glicerofosfolipidéow poprzez wykrycie jej charakterystycznych sktadnikéw, czyli cho-
liny i fosforanu. Lecytyna zawiera réwniez charakterystyczne dla wszystkich tlusz-
czowcow kwasy thuszczowe oraz glicerol.

6.1.3. Zwiazki tluszczopodobne

Do najwazniejszych witamin o charakterze lipidowym nalez3 tokoferole (witamina E),
ktorych bogatym Zrodlem s3 tluszcze pochodzenia roslinnego (oleje roslinne, maslo
roélinne). Witamina E dziala w blonach jako przeciwutleniacz, czyli jest substancja
hamujaca utlenianie (degradacje) lipidow budujacych blony biologiczne. Poszczegol-
ne tokoferole roznig sie iloscig i polozeniem grup metylowych w pierscieniu aroma-
tycznym. Glownym izomerem wystepujagcym w liSciach jest o-tokoferol, natomiast
wolejach roslinnych — y-tokoferol. Najaktywniejszy biologicznie jest a-tokoferol. To-
koferole s3 syntetyzowane tylko przez rosliny, ale wszystkie organizmy lacznie z czlo-
wiekiemm wymagaja jego obecnosci w blonach. W przypadku zwierzat musza one by¢
pobierane z pokarmem. Aktywno$¢ witaminy E okresla sie czesto w jednostkach IU
(International Units). Przyjmuje sie, ze 1 mg d-o-tokoferolu jest rownowazny 1,49 IU.

HO

a-tokoferol

6.1.4. Sterydy i cholesterol

Sterydy zawieraja cykliczny uklad steranu (cyklopentanoperhydrofenantren), sa za-
liczane do lipidow ze wzgledu na hydrofobowy charakter. Zar6wno sterydy, jak i
kwasy tluszczowe sa syntetyzowane z acetylo-CoA. Ze wzgledu na rodzaj grup funk-
cyjnych dzieli sie sterydy na: sterole, kwasy zdlciowe oraz hormony sterydowe. Ste-
rydy tworza czesto polaczenia z innymi zwigzkami jak kwasy tluszczowe czy cukrow-
ce (glikozydy nasercowe).

STERAN
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Cholesterol — nienasycony jednowodorotlenowy alkohol nalezy do steroli zwie-
rzecych. Podobnie jak inne naturalne sterole zawiera grupy metylowe w pozycjach
C-10 i C-13 oraz lancuch weglowodorowy dolaczony do C-17. Grupa hydroksylowa
przy C-3 tworzy konformacje beta, czyli znajduje si¢ po tej samej stronie plaszczyzny
co grupa CH, przy C-10. Jedno wiazanie podwdjne wystepuje w pierScieniu B po-
migdzy C-5 i C-6. Cholesterol wystepuje w organizmie zaréwno w postaci wolnej, jak
i zwigzanej z kwasami tluszczowymi. Najbogatsze w ten zwigzek s3 mézg i nadnercza.
Cholesterol stanowi istotny sktadnik blon biologicznych (z wyjatkiem blon mito-
chondrialnych), jest prekursorem kwaséw zolciowych, hormonow sterydowych i wi-
taminy D3. Rozpuszcza sie w chloroformie, eterze i benzenie.

ZAGADNIENIA DO OPRACOWANIA:

e Podzial lipidow, lipidy proste i zlozone, cholesterol, sterydy, hormony stery-
dowe oraz rola fizjologiczna lipidéw i cholesterolu.

Zwiazki zawierajace lipidy — lipoproteiny, glikolipidy, glikozydy.
Metabolizm lipidow i enzymy uczestniczace w tych procesach.

Witaminy rozpuszczalne w tluszczach i ich rola.

Metody chromatograficzne, rodzaje; techniki stosowane w chromatografii.
Zasady wszystkich wykonywanych na ¢wiczeniach oznaczer.

LITERATURA UZUPERNIAJACA

e Fizjologia roslin. Kopcewicz J., Lewak S. (red.), Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 2005.

6.2. Identyfikacja sktadnikow lecytyny

Wykrywanie poszczegblnych skladnikow lipidéw zostanie przeprowadzone na przy-
kladzie lecytyny.

6.2.1. Wykrywanie kwasu fosforowego

ZASADA:

W preparacie lecytyny poddanej hydrolizie mozna wykryé wolny kwas fosforowy,
ktory w obecnosci HNO; reaguje z molibdenianem amonu dajac fosfomolibdenian
amonu.

H3PO, + 12(NH4);M00, + 21HNO;3 — (NH,)3P0,4*12M003°2 H,O + 2INH4NO; + 10H,0

WYKONANIE:

Do 0,5 ml 1% etanolowego roztworu lecytyny dodaé 1 ml 10% roztworu NaOH i do-
prowadzié¢ do wrzenia. Po ozigbieniu dodaé¢ 2 ml 2 M HNO; (UWAGA: ale nie ste-
zonego!) a nastepnie doda¢ szpatulka molibdenianu amonu i podgrza¢. Roztwér za-
barwia sie na zo6lto.
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6.2.2. Wykrywanie choliny

ZASADA:

W s$rodowisku silnie zasadowym lecytyna ulega hydrolizie, a uwolniona choline
mozna zidentyfikowaé. Cholina jest czwartorzedowym kationem amoniowym, ktéry
w tych warunkach rozpada sie¢ do trimetyloaminy i glikolu etylenowego. Trimetylo-
amina ma charakterystyczny zapach solanki Sledziowej, ktéry pozwala zidentyfiko-
wac obecno$¢ choliny w fosfolipidach.

OH" +/CH3 oH- /CHa
HO_CHZ_CHZ_N\_CHS — HaC—N + HO—CH2:—CH2—0OH

CHs CHs

WYKONANIE:

Do 0,5 ml 1% etanolowego roztworu lecytyny doda¢ 2 ml 30% roztworu NaOH tak,
aby nie zwilzyé wylotu probéwki i ogrzewaé do wrzenia. Wylot probdwki ostroznie
powachac i umiesci¢ zwilzony woda papierek lakmusowy u wylotu probéwki. Zaob-
serwowa¢ i wytlumaczy¢ zmiane zabarwienia papierka.

6.2.3. Wykrywanie glicerolu. Reakcja z wodorotlenkiem miedzi (II)

ZASADA:

Glicerol jako alkohol wielowodorotlenowy tworzy z Cu(OH). polaczenie komplekso-
we 0 intensywnym niebieskim zabarwieniu.

WYKONANIE:

0,5 ml 1% roztworu lecytyny przenie$¢ do probéwki, dodaé 4 ml 30% roztworu NaOH
iogrzaé do wrzenia. Po oziebieniu dodaé 0,7 ml roztworu CuSO,, ktéry tworzy
z glicerolem polaczenie kompleksowe. Zaobserwowac zmiane zabarwienia.

6.2.4. Wykrywanie kwasow ttuszczowych

ZASADA:

Thuszcze ulegaja reakcji hydrolizy, ktora mozna przeprowadzié stosujac przegrzang
pare wodng — otrzymuje si¢ wtedy wolne kwasy tluszczowe i glicerol, wzglednie
w $rodowisku zasadowym. W tym przypadku produktami reakcji poza alkoholem s3
mydla, czyli sole wyzszych kwaséw tluszczowych. Mydla potasowe i sodowe s3 roz-
puszczalne w wodzie i jako substancje powierzchniowo czynne (detergenty) powodu-
ja silne pienienie sie¢ roztworu. Natomiast mydla wapniowe i magnezowe s3 nieroz-
puszczalne w wodzie i wytracaja sie z roztworu.

WYKONANIE:

Do probowki zawierajacej 0,5 ml 1% etanolowego roztworu lecytyny doda¢ 1 ml 10%
roztworu NaOH i ogrzaé do wrzenia. Po oziebieniu doda¢ 2 ml wody destylowane;j,
proboéwke zamknaé szczelnie korkiem i wytrzasaé. Zaobserwowa¢é pienienie si¢ roz-
tworu.
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6.2.4.1. Wykrywanie nienasyconych kwasow ttuszczowych

ZASADA:

Podwdjne wigzania w nienasyconych kwasach tluszczowych przylaczaja chlorowce
(addycja — przylaczenie jednej czasteczki do drugiej bez powstawania produktéw
ubocznych).

CHaz— (CH2)7-CH = CH-(CH;);—COOH + Brp —=
kwas oleinowy

CH3— (CH2)7— (I:H - CI:H— (CH2)7_COOH
Br Br

Reakcja przylaczania chlorowcow pozwala na wykrywanie obecnosci nienasyconych
wiazan, a takze jest podstawa do ich ilosciowego oznaczania (oznaczanie liczby jodo-
wej). Aby wykry¢ obecno$¢ wigzan podwdjnych korzystamy z faktu, ze woda bromo-
wa (nasycony, wodny roztwor bromu) ma silne z6lte zabarwienie, natomiast przyla-
czenie bromu do wigzan podwdjnych powoduje utrate barwy.

WYKONANIE:

Do 0,5 ml 1% etanolowego roztworu lecytyny doda¢ 2 ml etanolu, a nastepnie 2 ml
wody bromowej i dobrze wymieszac. Réwnoczesénie wykonaé probe kontrolng

(0,5 ml etanolu). Niezwlocznie zaobserwowaé rdznice zabarwienia w obu probow-
kach.

6.3. Liczba jodowa

ZASADA:

Liczba jodowa (LJ) jest to liczba gramoéw chlorowca, w przeliczeniu na jod, ktora
w okreslonych warunkach ulega reakcji addycji do atoméw wegla polaczonych wia-
zaniem podwdjnym, zawartych w 100 gramach badanego tluszczu. LJ jest zatem
miernikiem stopnia nienasycenia tluszczu, w zwigzku z tym moze sluzy¢ do identyfi-
kacji ttuszczow. Tluszcze roslinne posiadajg znacznie wiekszg zawarto$¢ nienasyco-
nych kwasow tluszczowych niz tluszcze zwierzece. Przykladowo LJ oleju sloneczni-
kowego wynosi 136-148, oliwy z oliwek 75-94, zas smalcu 45—70. Liczbe jodowa
mozna oznaczy¢ metoda Hanusa.

(@]
Cl:Hzo—* 8—(CH2)16CH3 (|3H20— 8—(CH2)1SCH3
CHo—lg—(CHz)wCHa ’ CHO—%—(CHz)mCHa
| |

| n | "
CH20— CaNAANANANS CH20— CaNANANANS
| |

IBr (jodobromek) ulega addycji do wigzan podwojnych w tluszczu. Do reakcji
uzywa sie nadmiaru IBr. Nieprzereagowany IBr w reakcji z KI daje I,.

IBr+ KI - I, + KBr
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Wydziela sie molowo tyle I, ile pozostalo nieprzereagowanego IBr. Wydzielony I,
miareczkuje sie tiosiarczanem sodu (Na,S.03). Jest to reakcja utlenienia i redukcji.
Wskaznikiem w tej reakgji jest skrobia, ktéra z I, daje granatowe zabarwienie. Zanik
tego zabarwienia §wiadczy o zakonczeniu reakeji.

285,0:7 -2e—>S,0¢ %
I+ 2e - 2I"

2 8,057 + I, o S40¢F +2I7

WYKONANIE:

Do suchej kolby z doszlifowanym korkiem o pojemnosci 200 ml odwazyé 0,7 g ma-
sla i oleju (zanotowa¢ dokladng mase tluszczu) i starannie rozpusci¢ w 10 ml chloro-
formu: Doda¢ 25 ml odczynnika Hanusa, zamkna¢ kolbe korkiem i po wymieszaniu
pozostawi¢ w ciemnym miejscu na 30 min wstrzasajac co pewien czas. Rownolegle
wykona¢ probe kontrolng niezawierajacg tluszczu. Nastepnie dodaé 15 ml 10% wod-
nego roztworu KI (zmywajac nim szyjke kolby i korek) i dokladnie wymieszaé. Na-
tychmiast miareczkowaé 0,1 M roztworem Na,S,0, dodajac pod koniec, gdy barwa
roztworu stanie sie stomkowa, okolo 1 ml roztworu skrobi i kontynuowaé miarecz-
kowanie az do zniknigcia barwy niebieskie;j.

OBLICZENIA:
- LT =1,269 ¢ (a-b)/m

gdzie:

a — objetosé 0,1 M Na,S,0, zuzytego na miareczkowanie proby kontrolnej [ml]

b — objetosé 0,1 M Na,S,0; zuzytego na miareczkowanie proby badanej [ml]

m — masa tluszczu [g]

126,9 — gramoréwnowaznik jodu (we wzorze powyzej przeliczony na 100 g tluszczu)

Oznaczenie wykona¢é dla dwaoch réznych thuszezéw. Wyniki poréwnac.

6. 4. Liczba nadtlenkowa

ZASADA:

Liczba nadtlenkowa (LOO) jest to liczba mililitrbw mianowanego roztworu tiosiar-
czanu sodu potrzebna do zmiareczkowania jodu wydzielonego z roztworu jodku po-
tasu w wyniku dzialania nadtlenkéw zawartych w 1 gramie ttuszczu. Liczba nadtlen-
kowa jest miara zawartoSci nadtlenkow i traktowana jest jako wskaznik stopnia
utlenienia (zjelczenia) tluszczu. Maksymalne dopuszczalne wartosci LOO wynosza
dla oleju stonecznikowego 5,0, dla oliwy z oliwek 20,0, a dla smalcu 6,0.

WYKONANIE:

Odwazy¢ okolo 2 g tluszczu (z doktadnoscia do 0,001 g) i przeniesé¢ do kolby stozko-
wej. Dodaé 10 ml chloroformu, wymiesza¢ do catkowitego rozpuszczenia sie thuszczu,
a nastepnie doda¢ 15 ml kwasu octowego i 1 ml roztworu KI, po czym zamkna¢ kor-
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kiem na szlif. Mieszaé zawartos¢ kolby przez 1 min, a nastepnie pozostawié doktadnie
na 5 min w ciemnos$ci. Dodaé 75 ml wody destylowanej oplukujac starannie korek,
5 kropel roztworu skrobi i po wymieszaniu miareczkowaé 0,002 M roztworem tio-
siarczanu sodu. Rownolegle wykona¢ probe kontrolna.

OBLICZENIA:
LOO = 0,002 * (a-b) * 1000/m [miliréwnowazniki aktywnego O,/kg]

gdzie:

a — objeto$é roztworu Na,S,0, zuzyta na zmiareczkowanie proby badanej [ml]

b — objetosé roztworu Na,S,0; zuzyta na zmiareczkowanie proby kontrolnej [ml]
m — masa probki [g]

Poréwnaé otrzymane wyniki z warto$ciami zalecanymi przez polskie normy.
Sprawdzié czy jako$¢ badanych olejow jest zgodna z obowigzujacymi normami i oce-
ni¢é ich przydatnos¢ do spozycia.

6.5. Oznaczanie iloSciowe tokoferolu

ZASADA:

Do ilo$ciowego oznaczania witaminy E moze sluzy¢ jej reakcja ze stabilnym, barw-
nym wolnym rodnikiem: 1,1-difenylopikrylohydrazylem (DPPH), ktéry w wyniku
reakcji z tokoferolem przeksztalca sie¢ w bezbarwny produkt. Powyzsza reakcje prze-
prowadza sie w chloroformie.

6.5.1. Sporzadzanie krzywej wzorcowej

WYKONANIE:

Odmierzy¢ kolejno do pieciu suchych probéwek taka objetosé roztworu a-tokoferolu
o stezeniu 2 mM, aby po uzupelnieniu roztworoéw do 2 ml, stezenie koficowe a-toko-
ferolu wynosilo w nich: 0, 10, 20, 30 oraz 40 uM. Nastepnie uzupelnié prébki do ob-
jetosci 2 ml roztworem DPPH w chloroformie (75 uM). Prdobe $lepa stanowi probéw-
ka zawierajagca 2 ml DPPH w chloroformie (75 uM), prébki wymieszaé, zamknaé
szczelnie korkami i odstawi¢ w ciemne miejsce na 30 min. Po uplywie tego czasu
zmierzy¢ absorbancje roztworéw przy 529 nm na spektrofotometrze wzgledem wody.
Absorbancja probki bez tokoferolu powinna wynosié okolo 1,0.

6.5.2. Oznaczanie zawartosci tokoferolu w tluszczach

WYKONANIE:

Odwazyé doktadnie na wadze analitycznej, w probowkach o objetosci 10 ml, okolo
50 mg oleju roslinnego, okolo 100 mg masta roslinnego i okolo 100 mg masla. Dodaé
do kazdej probéwki 4 ml roztworu DPPH, zamknaé szczelnie korkami i wytrzasnaé
do utworzenia si¢ rownomiernej zawiesiny. Do probéwki z maslem dodaé szpatutka
bezwodnego MgSO, i powtdrnie wytrzasngé. Odstawié probéwki na 30 min w ciem-
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ne miejsce. Po uplywie tego czasu zmierzy¢ absorbancje kazdej z probek wobec pré-
by $lepej dla dlugosci fali 529 nm.

OPRACOWANIE WYNIKOW:

Wykresli¢ krzywa wzorcowa zalezno$ci absorbancji od stezenia wzorcowego roztwo-
ru a-tokoferolu. Korzystajac z krzywej wzorcowej wyznaczy¢ stezenie tokoferolu
w badanych prdobkach, a nastepnie zawarto$é¢ tokoferolu w materiale wyj$ciowym
w mg witaminy E w 100 g ttuszczu dla masla roélinnego i masla oraz w mg witaminy
E w 100 ml oleju (gestosé oleju wynosi 0,89 g/cm3). Uzyskane wyniki poréwnaé z da-
nymi na opakowaniach. Przyktadowo zawartos$é witaminy E w oleju stonecznikowym
»Floriol” wynosi 70 mg/100 ml, w margarynie ,,Bona” powyzej 24 mg/100 g, a w ma-
§le okolo 2 mg/100 g.

6.6. Ekstrakcja i analiza chromatograficzna
lipidow roslinnych

ZASADA:

Lipidy izoluje sie z tkanek za pomocg rozpuszczalnikéw organicznych, takich jak
mieszanina chloroform/metanol lub octan etylu. Barwniki fotosyntetyczne, ktére
rowniez ulegaja ekstrakeji, nie przeszkadzaja w rozdziale chromatograficznym lipi-
dow. Do rozdzielania mieszaniny lipidow na poszczegdlne sktadniki wykorzystuje sie
metode chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na zelu krzemionkowym (silica gel)
w odpowiednim ukladzie rozpuszczalnikow. Aby zidentyfikowaé poszczegodlne lipidy,
rownoczesnie z badana probka nanosi si¢ standardy lipidéw. Lipidy s3 zwigzkami
bezbarwnymi i aby je zidentyfikowaé na plytkach przeprowadza sie reakcje barwne.

6.6.1. Ekstrakcja

WYKONANIE:

Okolo 0,5 g $§wiezych lisci pszenicy lub innej rosliny pocia¢ i utrze¢ dokladnie w moz-
dzierzu z dodatkiem 2 ml octanu etylu. Nastepnie odczekaé az fragmenty lisci opad-
n3 na dno mozdzierza pozostawiajac ciemnozielony nadsacz. Zebraé go przy uzyciu
pipety automatycznej o objetosci 1 ml i przesaczy¢ do probowki, uzywajac saczka.

6.6.2. Chromatografia cienkowarstwowa lipidow

WYKONANIE:

Rozdzial przeprowadza sie na gotowych plytkach firmy Merck z naniesiong na folie
aluminiowg warstwa zelu krzemionkowego o grubosci 0,2 mm. Na plytce o wymia-
rach 10 x 5 cm narysowac olowkiem linie startu w odleglosci 0,5 cm od krotszej kra-
wedzi i zaznaczy¢ na niej 5 miejsc nanoszenia probek o dlugosci 0,5 cm. Podpisac¢
miejsca nanoszenia probek (od lewej strony): M dla wzorca MGDG (monogalaktozy-
lodiacyloglicerolu), E1 dla ekstraktu, D dla wzorca DGDG (digalaktozylodiacyloglice-
rolu), E2 dla ekstraktu i S dla wzorca sulfolipidu. Naniesé na plytke mikrostrzykawka
lub pipeta automatyczng (na 20 ul) w odpowiednie miejsca nastepujace objetosci
probek: 10 pl dla standardéw i E1 oraz 20 pl dla E2, uzy¢ suszarki w celu szybszego
odparowywania ekstraktu. Po naniesieniu probek wlozy¢ plytke do komory chroma-
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tograficznej wypelnionej weczesniej mieszaning aceton:benzen:woda 81:30:4. Chroma-
togram rozwija¢ do momentu osiagniecia przez czolo rozpuszczalnika odleglosci okolo
0,5 cm od gornej krawedzi plytki. Nastepnie plytke wyjaé, wysuszyé pod dygestorium
i wlozyé na 15 min do drugiej komory chromatograficznej wypelnionej parami jodu.
Jod uwidacznia lipidy, tworzac z nimi brunatny kompleks.

OPRACOWANIE WYNIKOW:
Po wywolaniu chromatogramu obrysowaé oléwkiem ciemne plamy i zidentyfikowa¢
poszczegélne lipidy w ekstrakcie. Wytlumaczy¢ kolejnos¢ wedrowki badanych gliko-
lipidow na podstawie ich budowy.

6.7. Ilosciowe oznaczanie cholesterolu

ZASADA:

Cholesterol jest sterolem wystepujacym w ustroju w postaci wolnej lub zestryfikowa-
nej kwasami tluszczowymi. Do iloSciowego oznaczenia cholesterolu wykorzystuje sie
reakcje Liebermanna-Burhardta. Cholesterol zadany stezonym H,SO, w obecnosci
bezwodnika kwasu octowego tworzy monosulfonowy kwas bicholestadienu, charak-
teryzujacy sie zielonym zabarwieniem. Poniewaz w czasie tej reakcji zachodzi odcig-
gniecie czastek wody od czasteczek cholesterolu, nawet sladowe ilosci wody unie-
mozliwiajg przebieg reakcji. Reakcje Liebermanna-Burhardta daje zar6wno chole-
sterol wolny, jak i zestryfikowany kwasami tluszczowymi. Gdyby zada¢ badang
probke surowicy digitoning, ktora laczac sie z wolnym cholesterolem powoduje wy-
tracenie go z roztworu, mozna oznaczy¢ tylko cholesterol zestryfikowany kwasami
thuszczowymi.

UWAGA: wszystkie probowki i pipety uzywane do oznaczenia cholesterolu musza
by¢ suche.

KWAS MONOSULFONOWY BICHOLESTADIENU

6.7.1. Wykreslanie krzywej wzorcowej

WYKONANIE:

Do pieciu probéwek odpipetowac kolejno 1, 2, 3, 4 i 5 ml wzorcowego roztworu cho-
lesterolu w chloroformie o stezeniu 20 mg/100 ml. Nastepnie uzupelnié¢ chlorofor-
mem zawarto$é probowek do objetosci 5 ml. Préba Slepa zawiera 5 ml chloroformu.
Do wszystkich probéwek dodaé po 2 ml bezwodnika kwasu octowego i po 0,1 ml ste-
zonego H,SO,, po czym zawarto$¢ probéwek wymiesza¢, zakorkowaé i odstawi¢ na
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15 min w ciemne miejsce. Po uplywie tego czasu zmierzyé¢ absorbancje kazdej z pré-
bek wobec proby Slepej zmierzonej przy dlugosci fali 660 nm. Na podstawie uzyska-
nych wynikéw wykresli¢ krzywa wzorcows.

6.7.2. Oznaczanie catkowitego cholesterolu w surowicy

WYKONANIE:

0,2 ml surowicy zmieszaé z 9,8 ml chloroformu i wytrzasaé energicznie przez 5 min.
Réwnoczeénie nalezy wykonaé prdbe $lepa, biorac zamiast surowicy 0,2 ml wody
destylowanej. Nastepnie dodaé okoto 2 g bezwodnego MgSO, w celu zwiazania wody
obecnej w probce i ponownie wytrzasaé przez 5 min. Probki przesgczy¢, pobraé 5 ml
przesaczu i doda¢ 2 ml bezwodnika kwasu octowego oraz 0,1 ml stezonego H.SO,.
Dalej postepowa¢ jak przy wykonywaniu krzywej wzorcowej. Na podstawie wykre-
§lonej dla cholesterolu krzywej wzorcowej podaé zawarto$¢ cholesterolu w badanej
probce osocza.

ODCZYNNIKI:

1% roztwor lecytyny; 10% i 30% roztwér NaOH; 2 M HNO3; 0,5% CuSO4; 10% KI;
0,1 M i 0,002 M Na,S,0,; 1% skrobia; tluszcze: maslo, oleje roslinne; molibdenian
amonu in substantia; etanol; kwas octowy; woda bromowa; chloroform; odczynnik
Hanusa (13 g I, i 8 g Br, rozpusci¢ w 1000 ml lodowatego kwasu octowego). Roztwér
wzorcowy (2 mM) a-tokoferolu; roztwér DPPH (75 uM) w chloroformie; chloroform;
octan etylu; roztwory wzorcowe lipidow; mieszanina aceton:benzen:woda 81:30:4.
Wzorcowy roztwor cholesterolu w chloroformie o stezeniu 20 mg/ml; osocze ludzkie;
stezony H,SO,; bezwodny MgSO,.

MATERIALY I SPRZET LABORATORYJNY:

Papierek lakmusowy; waga; biurety; spektrofotometr; swieze liscie; mozdzierz; plyt-
ka do chromatografii cienkowarstwowej; otéwek; linijka; pisak; suszarka do wloséw;
komora chromatograficzna z solwentem aceton:benzen:woda; komora chromatogra-
ficzna wypelniona parami jodu.

6.8. Oznaczanie aktywnosci lipazy trzustkowej (EC.3.1.1.3)

Lipazy to grupa enzyméw o stosunkowo niskiej swoistosci dzialania. Lipazy triacylo-
gliceroli spelniajag w organizmie dwie podstawowe funkcje: 1) s3 enzymami trawien-
nymi hydrolizujacymi lipidy do zwigzkow, ktore moga by¢ wchlaniane w przewodzie
pokarmowym; 2) lipazy wystepujace w tkance tluszczowej umozliwiajg wykorzysty-
wanie zgromadzonych tam lipidow jako Zrodla energii. Aktywnos$¢ lipaz znajdujacych
si¢ w komérkach tluszczowych jest regulowana hormonalnie. Adrenalina, noradre-
nalina, glukagon i ACTH poprzez aktywacje cyklazy adenylanowej i wzrost stezenia
cAMP w komorce aktywuja kinaze biatkowa A, ktora fosforyluje a przez to aktywuje
lipaze. Insulina prowadzi do obnizenia poziomu cAMP w komérkach tluszczowych
i hamuje lipolize.
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Lipazy sa jedng z gléwnych grup enzyméw trawiennych. Choé istnieje lipaza ,je-
zykowa” — wydzielana przez gruczoly jezyka oraz lipaza zolagdkowa, to jednak gtéwny
ciezar hydrolizy lipidow przypada na lipaze trzustkowa. Aktywno$¢ tego enzymu nie
jest regulowana hormonalnie, natomiast wzrasta ona w obecnosci soli kwasow z061-
ciowych, fosfolipidow i biatka — kolipazy. W wyniku calkowitej hydrolizy triacylogli-
ceroli powstajg glicerol i kwasy tluszczowe. Jednak lipaza trzustkowa jest enzymem
dzialajacym specyficznie na pierwszorzedowe wigzania estrowe — to znaczy, ze w pier-
wszym rzedzie odszczepia kwasy tluszczowe znajdujace sie w pozycji 11i 3 triacylogli-
cerolu. Powstaly 2-monoacyloglicerol moze ulec izomeryzacji z wytworzeniem pierw-
szorzedowego wigzania estrowego i dzieki temu ulec dalszej hydrolizie pod wplywem
lipazy. Proces izomeryzacji jest jednak powolny i dlatego 2-monoacyloglicerole sa
glownymi produktami konicowymi trawienia triacylogliceroli.

Z61¢ jest produkowana w watrobie i odgrywa istotng role w procesie trawienia.
W sklad z6lci, oprocz wody, wchodza kwasy zolciowe, mucyna, barwniki zélciowe,
cholesterol, kwasy tluszczowe i sole nieorganiczne. Sole kwasow zolciowych sg po-
larnymi pochodnymi cholesterolu. Dzieki obecnosci zar6wno grup polarnych, jak
i niepolarnych sa znakomitymi detergentami. Dzialaja emulgujaco na tluszcze, dzieki
czemu zwiekszaja dostepnosé czasteczek lipidow dla dzialania lipazy. Sole kwaséw
z6lciowych ulatwiaja wiec hydrolize lipidow.

W wielu schorzeniach, takich jak przewlekle zapalenie trzustki czy rak trzustki do-
chodzi do niedoboru enzyméw trawiennych. Szereg lekow zawierajacych skoncen-
trowane wyciagi z trzustki zwierzecej lub zestaw oczyszczonych z réznych zrédel en-
zymé6w hydrolitycznych moze ulatwi¢ pacjentom trawienie i przyswajanie pokar-
moéw. Takim lekiem jest Panzytrat. Jedna kapsulka Panzytratu zawiera (oprdcz
innych hydrolaz) lipaze o aktywnosci 10 000 U.

— OOC-R —OH
| cocR  —oPAZA L 00CR + 2R-COOH
2H20
— OO0OC-R —OQH
TRIACYLOGLICEROL 2-MONOACYLOGLICEROL
— OO0C-R —— OH
—OH LIPAZA > OH + R-COOH
H20
— OH —— OH
1-MONOACYLOGLICEROL GLICEROL

R - reszta dowolnego kwasu tluszczowego

ZASADA:

Aktywnoéé lipazy mozna oznaczy¢ przez zmiareczkowanie ilo$ci uwolnionych kwa-
séw tluszczowych. Metode te mozna stosowaé do okreslenia aktywnosci lipazy w do-
wolnym preparacie enzymu (np. w leku); pozwala ona réwniez na zbadanie wplywu
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dodatkowych czynnikéw (np. z6lci) na aktywnos¢ lipazy. Aby oznaczyé aktywnosé
enzymatyczng dowolnego enzymu nalezy okresli¢ szybko$¢ poczatkowa reakgcji.
W tym celu dokonuje si¢ pomiaru przyrostu stezenia produktu (lub ubytku substra-
tu) w zaleznos$ci od czasu reakeji. Lipaza charakteryzuje sie stosunkowo niskg aktyw-
no$cia molekularng i nalezy, na podstawie wstepnych doswiadczen, tak dobraé ilosé
substratu i czas trwania reakcji, aby uproscié kolejne oznaczenia i prawidlowo wy-
znaczyé szybko$é poczatkowa reakcji w oparciu o jeden punkt do§wiadczalny (czyli
jeden czas inkubacji enzymu z substratem). Wstepne do§wiadczenia pozwolily usta-
li¢ takie warunki, przy ktorych mozemy mieé pewnosé, ze po uplywie wybranego
przez nas czasu inkubacji enzymu z substratem, szybko$¢ reakcji jest wciaz réwna
szybkosci poczatkowej, czyli zaleznoéé przyrostu produktu od czasu jest wciaz pro-
stoliniowa.
Oto schemat doswiadczenia:
1. Przygotowanie dwoch mieszanin reakcyjnych:
¢ enzym — preparat leku Panzytrat; bufor — 0,1 M bufor fosforanowy pH 7,0
(optimum dzialania lipazy przypada na pH 7,0-8,5); substrat — emulsja
oleju;
e enzym — preparat leku Panzytrat; czynnik wplywajacy na aktywnos¢ en-
zymatyczng — 20lé; substrat — emulsja oleju;
2. Reakcja rozpoczyna sie¢ w momencie dodania do mieszaniny reakcyjnej
ostatniego skladnika. Reakcje prowadzimy przez 40 min w lazni wodnej
(40°C) przy silnym wytrzasaniu. Reakcje zatrzymuje dodanie etanolu.
3. Oznaczenie ilosci produktu w probkach — oznaczenie ilo$ci uwolnionych kwa-
sow tluszczowych przez miareczkowanie mianowanym roztworem NaOH.

WYKONANIE:

Przygotowac laznie wodng o temperaturze 40°C. Przygotowaé odpowiednie rozcien-
czenie preparatu enzymu: 1 kapsulka Panzytratu zawiera 25 ,perelek”. Preparat en-
zymu do oznaczenia aktywnosci lipazy naleZy przygotowaé przez rozpuszczenie 4 pe-
relek wyjetych z kapsulki w 20 ml 0,1 M buforu fosforanowego pH 7,0. Przygotowaé
4 kolbki Erlenmayera (o objetosci 50 ml) i sporzadzi¢ w nich mieszaniny kontrolne:

I  — 5ml emuls;ji oleju; 5 ml buforu fosforanowego pH 7,0

II — 5 ml emulsji oleju; 1 ml zélci, 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 Z6lci, 4 ml preparatu enzymu

Wstawi¢ kolbki do lazni wodnej i prowadzi¢ reakcje przez 40 min przy silnym wy-
trzasaniu. Po zakonczeniu inkubacji wyjaé kolbki z lazni wodnej i dodaé do nich po
8 ml etanolu w celu zatrzymania reakcji enzymatycznej. Doda¢ po 10 kropli fenolof-
taleiny. Miareczkowa¢ zawarto$¢ kolbek (przy silnym mieszaniu na mieszadle ma-
gnetycznym) uzywajac mianowanego 0,05 M NaOH, az do pojawienia si¢ utrzymuja-
cego sie, wyraznego rozowego zabarwienia (UWAGA: w kolbkach zawierajacych
261¢ zabarwienie bedzie rézowopomaranczowe).
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OPRACOWANIE WYNIKOW:
Nalezy wyznaczy¢ aktywno$¢ enzymatyczng lipazy w 1 kapsulce leku Panzytrat oraz
okresli¢ wplyw z6lci na aktywnos$é enzymatyczna lipazy.

1.

Z ilosci ml 0,05 M NaOH zuzytego do miareczkowania obliczyé ilo§é pmoli
jonéw H+ obecnych w poszczegdlnych kolbkach. Zawarto$é H+ w kolbkach
zawierajacych proby kontrolne odpowiada ilosci kwasoéw tluszczowych (lub
innych) obecnych w prébkach jeszcze przed hydrolizg, a takze tych, ktére
uwolnily sie z substratu w trakcie inkubacji, ale nie w wyniku dzialania lipa-
zy. Wartosci te nalezy odjaé od analogicznych probek badanych (I’- I; IT’- II),
aby okresli¢ liczbe umoli kwaséw ttuszczowych uwolnionych w wyniku dzia-
lania lipazy.

Ze wstepnych doswiadczerr wynika, ze zaleznoéé przyrostu ilosci kwasoéw
tluszczowych od czasu reakgji jest prostoliniowa przez co najmniej 1 godzine,
przy uzyciu 5 ml emulsji oleju oraz 4 ml preparatu leku (4 peretki/20 ml).
Korzystajac z tych danych obliczy¢ szybko$é poczatkowa oraz aktywnosé li-
pazy w obu badanych prébkach (bez zétci (A1) i w obecnoséci zélci (A2).
Obliczy¢ aktywnos$¢ enzymatyczna lipazy (A1) w 1 kapsulce leku. Nalezy pa-
mietaé, ze w mieszaninie reakcyjnej znajdowaly sie 4 ml roztworu enzymu
uzyskanego przez rozpuszczenie 4 perelek w 20 ml buforu, a jedna kapsulka
zawiera 25 perelek. Stad aktywnoé¢ lipazy w jednej kapsulce wynosi: 25 x
(A1 : 0.8) = 31,25 x Al. Porowna¢ uzyskang warto$¢ z aktywnoscia lipazy
podana w ulotce informacyjnej leku.

Poréwnac aktywnos¢ lipazy dzialajacej bez zélei i w obecnosci zélci. Obliczyé
ile razy z6}¢ zwieksza aktywnos$é lipazy.

ODCZYNNIKI I SPRZET LABORATORYJNY:

0,1 M bufor fosforanowy pH 7,0; roztwoér leku Panzytrat: 1 perelka/5 ml buforu fos-
foranowego pH 7,0; Swieza 261¢; Swiezo przygotowana emulsja oleju (réwne objetosci
oleju i 10% roztworu gumy arabskiej — polisacharyd roslinny uzywany jako emulga-
tor + 0,2% benzoesan sodu homogenizowaé az do uzyskania jednorodnej emuls;ji);
mianowany roztwér 0,05 M NaOH; fenoloftaleina; etanol; laznia wodna z wytrzasa-
niem; termometr; mieszadlo magnetyczne; biurety.
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