Cwiczenie nr 6 — Lipidy
I. lzolacja cholesterolu z 26itka jaja

Il. Oznaczanie katalitycznej aktywnosci lipazy trzustkowej

Celem ¢wiczenia jest:
e poznanie wiasciwosci fizyko-chemicznych lipidow prostych i ztozonych
e izolowanie cholesterolu z materiatu biologicznego
e wykonanie reakcji charakterystycznych cholesterolu
e oznaczenie katalitycznej aktywnosci lipazy oraz stezenia lipazy
Wprowadzenie
Podziat lipidow:
A. Lipidy proste — zbudowane z alkoholi i kwaséw ttuszczowych
a. Ttuszcze wtasciwe - triacyloglicerole (triglicerydy, TG) - estry glicerolu i
nasyconych
lub nienasyconych wyzszych kwasow ttuszczowych (12-24 C), diacyloglicerol
(DAG)
b. Woski — estry jednowodorotlenowych wyzszych alkoholi i wyzszych kwasow
ttuszczowych (26-42 C)
c. Lipidy izoprenowe
e Steroidy - cholesterol oraz estry cholesterolu i kwasdw ttuszczowych
e Karotenoidy
B. Lipidy ztozone
1. Fosfolipidy
a. fosfatydy - pochodne kwasu fosfatydowego: kwas lizofosfatydowy (LPA),
lecytyna (fosfatydylocholina), kefalina (fosfatydyloseryna),
fosfatydyloetanolamina, kardiolipina, fosfatydyloinozytol
b. sfingofosfolipidy — pochodne sfingozyny: ceramid, sfingomieliny
2. Glikolipidy (glikosfingolipidy) — cerebrozydy, gangliozydy
3. Sulfolipidy (sulfatydy) i aminolipidy



Lipazy naleza do klasy hydrolaz (EC 3.1.1.3), grupy esteraz i katalizujg hydrolize
wigzania estrowego lipidow. Lipazy katalizujg réwniez reakcje estryfikacji, interestryfikacji,
transestryfikacji, acydolizy i aminolizy triacylogiceroli. Wiele z lipaz wykazuje wtasciwosci
enancjoselektywne. Lipazy s3 enzymami rozpuszczalnymi w wodzie i dziatajg na granicy faz:
wodnej i organicznej. Lipazy pochodzg ze zwierzat, roslin, bakterii i grzybow: Candida
antarctica (Novozym 435), Candida Rugosa (Lipase AY), Pseudomonas cepacia (Lipase PS),
Pseudomonas fluorescens (Lipase AK), Pseudomonas aeruginosa, and Thermomyces
lanuginose (Lipozime TL), Bacillus, Aspergillus, Rhizopus, Penicillium i Trichoderma. Lipazy
majg zastosowanie w przemysle farmaceutycznym, spozywczym, tekstylnym, kosmetycznym,
garbarskim i papierniczym.

Rodzaje ludzkich lipaz: lipaza jezykowa (kwasostabilna), lipaza zotgdkowa,
lipazawatrobowa, lipaza trzustkowa, lipaza jelitowa, lipaza lipoproteinowa, lipaza
hormonozalezna, esteraza cholesterolowa, fosfolipazy A1, A, C, D, sfingomielinazy.

Lipaza trzustkowa katalizuje hydrolize pierwszorzedowych wigzan estrowych
triacylogliceroli (triglicerydédw; TG), czyli uwalnia kwasy ttuszczowe znajdujgce sie w pozycji

1i 3 triacyloglicerolu.
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Triacyloglicerol (TG) 2-monoacyloglicerol + kwasy ttuszczowe

Powstaty 2-monoacyloglicerol moze ulec izomeryzacji z wytworzeniem
pierwszorzedowego wigzania estrowego i dzieki temu moze ulec dalszej hydrolizie
katalizowanej dziataniem lipazy. Proces izomeryzacji jest jednak powolny i dlatego 2-
monoacyloglicerole sg gtéwnymi  produktami koricowymi hydrolizy triacylogliceroli (TG)
dziataniem lipazy trzustkowej. W  wyniku catkowitej hydrolizy triacylogliceroli (TG)
powstaje glicerol i wolne kwasy ttuszczowe. Lipaza trzustkowa jest syntetyzowana w
trzustce, skad wydzielana jest do dwunastnicy w formie nieaktywnego proenzymu, gdzie pod
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wptywem soli kwaséw zétciowych, fosfolipidéw i biatka kolipazy, przeksztatca sie w forme
czynna. Lipaza trzustkowa jest biatkiem rozpuszczalnym w wodzie.

Katalityczng aktywnos¢ lipazy trzustkowej oznacza sie we krwi. Prawidtowe stezenie
lipazy krwi nie powinno przekracza¢ poziomu: 150,0 U/I. Podniesione stezenie lipazy
trzustkowej we krwi moze swiadczy¢ m.in. o niedroznosci przewodu trzustkowego, ostrym
zapaleniu trzustki (poziom prawidtowy przekroczony jest 5-10 razy), nowotworze tego
narzadu, perforacji wrzodu dwunastnicy, zapaleniu otrzewnej, pozawatrobowej niedroznosci
drég z6tciowych, a takze niedroznosci jelit. Na podniesienie stezenia katalitycznej
aktywnosci lipazy trzustkowej we krwi majg wptyw takze leki, np. kodeina, heparyna,

opioidy.

Fosfolipazy katalizujg hydrolize wigzan estrowych (fosfolipaza A1 i A;) oraz wigzan

fosfodiestrowych (fosfolipaza C i D) fosfolipidu, z utworzeniem réznych pochodnych.

Phospholipase A,
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Phospholipase D

Przedstawiony powyzej 3,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu (PIP2, Ptdins(3,5)P2, PI(3,5)P;)
btony, hydrolizowany dziataniem fosfolipazy C (PLC, EC 3.1.4.11), tworzy biologicznie
czynne czgsteczki sygnatowe: 1,2-diacyloglicerol (DAG) oraz trisfosforan inozytolu

(IPs,1,4,5trisfosforan inozytolu).

Cytozolowa fosfolipaza Az (EC 3.1.1.4, PLA2) nalezy do fosfodiesteraz, ktére hydrolizujac

wigzanie estrowe lecytyny lub innych glicerolofosfolipidéw w pozycji 2 uwalniajg wolne

kwasy ttuszczowe, w tym kwas arachidonowy oraz lizofosfatydy.

Phospholipase
Az

Lipid micelle



http://pl.wikipedia.org/wiki/Sole
http://pl.wikipedia.org/wiki/Kwasy_%C5%BC%C3%B3%C5%82ciowe
http://pl.wikipedia.org/wiki/Fosfolipidy
http://pl.wikipedia.org/wiki/Bia%C5%82ka
http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Kolipaza&action=edit&redlink=1
http://pl.wikipedia.org/wiki/Bia%C5%82ka
http://www.poradnikzdrowie.pl/zdrowie/nowotwory/rak-trzustki-objawy-i-leczenie_36693.html
http://www.poradnikzdrowie.pl/zdrowie/nowotwory/rak-trzustki-objawy-i-leczenie_36693.html
http://www.poradnikzdrowie.pl/zdrowie/uklad-pokarmowy/zapalenie-otrzewnej-przyczyny-objawy-leczenie-i-powiklania-po-zapaleni_37275.html

Liczby ttuszczowe - w celu oceny przydatnosci ttuszczu jako materiatu
zywnosciowego lub przemystowego, ustala sie analitycznie niektodre z jego cech fizycznych i
chemicznych. Nalezg do nich m.in. temperatura topnienia, gestos¢ oraz tzw. liczby
ttuszczowe. Liczby tluszczowe sg miarg zawartosci okreslonych zwigzkéw w mieszaninie
ttuszczu, np. estréw, zwigzkdw nienasyconych, hydroksykwaséw, wolnych kwaséw
ttuszczowych. Do najczesciej oznaczanych liczb ttuszczowych zalicza sie: liczbe jodowa (LJ),
liczbe kwasowg (LK), liczbe estrowg (LE) i liczbe zmydlania (LZ).

Liczba jodowa (LJ) jest to liczba graméw wolnego jodu (I2) zwigzanych przez 100 g
ttuszczu i stuzy do okreslania zawartosci kwaséw nienasyconych, ktére wchodzg w sktad
danego ttuszczu. Kwasy nienasycone przytaczajg jod w miejscu podwadjnych wigzan. LJ jest
miernikiem stopnia nienasycenia ttuszczu, wiec moze stuzy¢ do identyfikacji ttuszczéw.
Ttuszcze o duzej zawartosci nienasyconych kwasow ttuszczowych, np. oleje roslinne,
charakteryzuja sie wysokimi liczbami jodowymi (olej rzepakowy 168-179, olej kokosowy 246-
268). Ttuszcze state o matej zawartosci nienasyconych kwaséw ttuszczowych maijg niskie

liczby jodowe, np. masto 26-38, smalec 46-70.

Tabela 1. Liczba zmydlania i liczba jodowa wybranych ttuszczy.

Rodzaj ttuszczu Liczba zmydlania Liczba jodowa
Ttuszcze zwierzece

Smalec wieprzowy 194-203 46-70
Masto 209-240 26-38
Tran 175-197 150-180
Oleje

Oliwa 187-196 80-88
Arachidowy 188-197 83-100
Sojowy 190-194 115-137
Rzepakowy 168-179 94-106
Stonecznikowy 188-194 120-135
Lniany 187-195 170-200




Czes$¢ doswiadczalana

I. lzolacja cholesterolu
Procedura

1. Doktadnie oddziel z6ttko od biatka. Biato wyrzué do zlewu, z6ttko umies¢ w zlewce i
zalej je 75 ml mieszaniny etanol-eter diizopropylowy (2:1, v/v). Rozmieszaj z6ttko
szklang bagietka i pozostaw mieszanine w temperaturze pokojowej na ok. 10 min, od
czasu do czasu mieszajac.

2. Mieszanine przesacz na sgczku karbowanym do suchej kolby okragtodennej. Przesacz
destyluj do suchej pozostatosci na aparacie Claysena:

a. Do kolby okragtodennej z przesgczem dodaé kamyczek wrzenny

b. Ztozy¢ aparat, wigczy¢ obieg wody w chtodnicy

¢. Umiescié kolbe w gorgcej tazni wodnej

d. Podpigé¢ pod proznie, doprowadzié do wrzenia roztworu i powoli
oddestylowac rozpuszczalnik

3. Z6ttg pozostatoéé rozpusé w 10 ml eteru diizopropylowego. Otrzymany roztwér
wkroplij powoli, mieszajac, do zlewki zawierajgcej 30 ml acetonu. Wytrgcony osad
surowych lecytyn odsaczy¢ na sgczku Buchnera. Zachowa¢ do TLC i reakg;ji
probowkowych.

4. Przesgcz odparowac. Pozostatos¢ rozpusci¢ w chloroformie i zachowa¢ do TLC i
reakcji probdwkowych.

5. Na ptytke chromatograficzng naniesé rozpuszczone w chloroformie: prébki osadu,
odparowanego przesgczu i wzorca cholesterolu. Rozwing¢ w uktadzie heksan-octan
etylu (7:3).

6. Wywotac: w parach jodu oraz kwasie siarkowym.

Préby na obecnosc¢ cholesterolu — przeprowadzi¢ na otrzymanych chloroformowych
roztworach i wzorcu cholesterolu rozpuszczonym w chloroformie
Proba Salkowskiego: Do 2 ml roztworu cholesterolu dodac powoli po $ciance probéwki 1 ml

stezonego kwasu siarkowego. Kwas fluoryzuje na zielono, a warstwa organiczna barwi sie na
czerwono.

Proba Liebermana-Burcharda: Do 1 ml roztworu cholesterolu dodac¢ 10 kropli bezwodnika
octowego i krople kwasu siarkowego. Pojawia sie czerwone zabarwienie, przechodzgce przez
niebieskie w zielone.

Proba Windausa: Do 1 ml chloroformowego roztworu cholesterolu doda¢ kilka kropli wody
bromowej. Obserwowac¢ zanikanie barwy bromu.

Uwaga: Wszystkie czynnosci z lotnymi rozpuszczalnikami i stezonym kwasem siarkowym
wykonywac¢ pod dygestorium. Eter diizopropylowy jest substancjg fatwopalna.



Il. Oznaczanie katalitycznej aktywnosci lipazy metodg miareczkowg
Zasada metody
Metoda miareczkowa oznaczania katalitycznej aktywnosci lipazy opiera sie na
miareczkowaniu wolnych kwaséw ttuszczowych uwolnionych w wyniku katalizowane;j
dziataniem lipazy hydrolizy ttuszczu za pomocg wodorotlenku sodu (NaOH), z uzyciem
fenoloftaleiny jako wskaznika kwasowo-zasadowego.

Substratami hydrolizy mogg by¢ triacyloglicerole (TG) zwierzece lub oleje roslinne.

Metode te mozna stosowad rowniez do okreslenia katalitycznej aktywnosci lipazy w

dowolnym preparacie enzymu (np. w leku).

Procedura

1. W zlewce o objetosci 50 ml przygotuj roztwér lipazy trzustkowej (enzymu) przez
rozpuszczenie 4 minitabletek preparatu enzymatycznego w 15 ml 0,1 M buforu
fosforanowego, pH 7.

2. Przygotuj 2 kolbki Erlenmayera (o obj. 100 ml), ktore opisz jako A i B i sporzagdz w nich
mieszaniny inkubacyjne.

Kolbka A - préba kontrolna
Odmierz pipeta do kolbki A:
e 5 ml emulsji oleju

e 5ml0.1 M buforu fosforanowego, pH 7

Kolbka B - préoba badana
Odmierz pipetg do kolbki B:
e 5 ml emulsji oleju
e 5ml 0.1 M buforu fosforanowego pH, 7
e 4 ml wczesniej przygotowanego roztworu enzymu
e po dodaniu enzymu wigcz stoper na 30 min

3. Celem przeprowadzenia hydrolizy oleju dziataniem lipazy trzustkowej, kolbki A i B
z mieszaninami inkubacyjnymi pozostaw w temperaturze pokojowej przez 30 min.,
mieszajac co kilka minut.

4. Po zakonczeniu 30 min inkubacji, do préby kontrolnej (A) i do proby badanej (B) dodaj po
8 ml etanolu, w celu zahamowania reakcji enzymatycznej. Do préby kontrolnej (A) dodaj
nastepnie roztwoér enzymu (4 ml).

5. Do kazdej z kolbek dodaj po 2 krople fenoloftaleiny.



Przeptucz biurete za pomocg 0,1 M roztworu wodorotlenku sodu NaOH.

Miareczkuj zawartos¢ kolbek A i B uzywajgc mianowanego 0,1 M roztworu
wodorotlenku sodu NaOH, az do pojawienia sie trwatego rézowego zabarwienia
fenoloftaleiny i zapisz wyniki dla préb A i B.

Po zakonczeniu doswiadczenia usun roztwér wodorotlenku sodu NaOH z biurety,
nastepnie przeptucz doktadnie biurete przy pomocy ok. 50 ml wody destylowane;.



