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CWICZENIE 6.

Enzymatyczna hydroliza ttuszczu

Enzymy sa katalizatorami pochodzenia biologicznego, ktore przyspieszaja reakcje
chemiczne, nie zuzywajac si¢ w trakcie dziatania. Centrum aktywne to najwazniejszy dla
katalizy obszar w czasteczce enzymu, gdzie odbywa sie¢ wigzanie substratu oraz zachodza
jego przeksztalcenia. Ma ono ksztatt trojwymiarowego zaglebienia, w ktdrych sg ulokowane
grupy czynne reszt aminokwasdw, tzw. aminokwasy kontaktowe (His, Ser, Lys, Cys, Asp,
Glu). Enzymy moga by¢ zbudowane z samego biatka (np. trypsyna, ureaza, rybonukleaza),
jednak w wiekszosci skladaja sie¢ z czeSci biatkowej (apoenzym) i niebiatkowej
(matoczasteczkowe zwigzki nieorganiczne, atomy metali, pochodne witamin) tzw. grup
prostetycznych i koenzymow. Reakcje chemiczne przebiegaja z rézng szybkoscia (zmiana
iloci substratow do produktow w jednostce czasu). Szybkos¢ reakcji zalezy od stezenia
enzymu i substratu, temperatury (optimum dziatania enzymu zwykle miesci si¢ w granicach
30-40°C), stezenia jondow wodorowych (optymalne pH reakcji jest rézne dla rdéznych
enzymow, np. dla pepsyny wynosi 1, dla arginazy — 10), obecnosci enzymatycznych
aktywatorow i enzymatycznych inhibitorow. Wyréznia sie 7 klas enzymow:
oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, liazy, izomerazy, ligazy, translokazy.

1. Oznaczenie aktywnosci lipazy

Lipazy (EC 3.1.x.x) to enzymy uczestniczace w trawieniu ttuszczéw. Najwazniejszym
znich jest lipaza trzustkowa. Jest wytwarzana w formie nieaktywnego proenzymu
aktywowanego w jelicie cienkim i dwunastnicy. Lipaza trzustkowa (EC 3.1.1.3) to enzym z
klasy hydrolaz, ktory katalizuje hydrolize ttuszczy prostych na glicerol i kwasy tluszczowe.
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Hydroliza triglicerydéw z udzialem lipaz

W metodzie oznaczania aktywnosci lipaz wykorzystuje sie zdolno$¢ do hydrolizy
tluszczow i oznacza sig ilos¢ uwolnionych kwaséow ttuszczowych poprzez miareczkowanie
mianowanym roztworem NaOH. Poniewaz substraty takie jak $mietana, mleko, oliwa, tran
zawieraja pewne iloéci wolnych kwasow ttuszczowych wykonuje si¢ prébe kontrolng, w
ktorej enzym zastepuje sie roztworem buforu.
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Do trzech kolbek stozkowych o pojemnosci 50 ml odmierzy¢ po 2 ml 5% roztworu

chlorku wapnia. Do pierwszej kolbki doda¢ 2 ml 0,2 M buforu fosforanowego o pH 7,6 oraz 5

ml substratu (oleju) — proba kontrolna. Do kolbki drugiej i trzeciej odmierzy¢ po 5 ml substratu

(oleju) i dodac¢ po 2 ml wyciggu enzymu — proba badana. Oznaczenie wykonac¢ rowniez dla

innego substratu (Smietana).

Zawarto$¢ wszystkich kolbek dobrze wymieszac¢ i inkubowac w temperaturze 37°C przez 30

minut. Po inkubacji doda¢ do kazdej kolbki 0,5 ml 0,02% alkoholowego roztworu

fenolaftaleiny i szybko zmiareczkowac 0,1 M roztworem wodorotlenku sodowego do barwy

jasno-rézowej. Zabarwienie wszystkich préb po zmiareczkowaniu powinno by¢ jednakowe.

Otrzymane wyniki przedstawic¢ w tabeli:

Ilo$¢ ml NaOH ., . ,
. ., . Ilos¢ uwolnionych kwasow
. zuzytego na Ilos¢ NaOH zuzyta na
Rodzaj . . . ttuszczowych
zmiareczkowanie zobojetnienie kwasu . L.
substratu Huszczoweeo b-a (milirownowaznik)
& (b-a) x 0,1 (M NaOH)
Proby Proby
pelnej b | kontrolnej a
olej
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Whnioski:
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Witaminy

Pojecie ,, witamina” (od vita — Zycie, amina - zwiazek zawierajacy grupe aminowa)
zaproponowal Kazimierz Funk. Witaminy to niskoczasteczkowe zwigzki
organiczne. Ich obecnos¢ w organizmie w niewielkich ilosciach jest niezbedna do
prawidfowego przebiegu wielu procesdéw metabolicznych. Dla wielu organizmow,
w tym zwierzat i czlowieka sa to zwiazki egzogenne i musza by¢ dostarczane z
pozywieniem. Moga by¢ pochodzenia naturalnego lub otrzymywane syntetycznie.
Witaminy mozemy podzieli¢ m.in. pod wzgledem wlasciwosci fizycznych na:

- witaminy rozpuszczalne w tluszczach: A (retinol i jego pochodne), D
(cholekalcyferol), E (tokoferol), K (filochinon);

- witaminy rozpuszczalne w wodzie: C (kwas askorbinowy), Bl (tiamina), B2
(ryboflawina), B3 (niacyna), B5 (kwas pantotenowy), B6 (pirydoksyna), B7 (biotyna,
witamina H), B12 (cyjanokobalamina), kwas foliowy.

1. Oznaczanie witaminy C w materiale roslinnym

Zasada metody:

Reakcja polega na redukcji barwnika 2,6-dichlorofenoloidofenolu przez kwas

L-askorbinowy na bezbarwny zwiazek:
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Zawartos¢ kwasu askorbinowego mozna oznaczy¢ przez miareczkowanie w
srodowisku kwasnym mianowanym roztworem barwnika do wystgpienia
réozowego zabarwienia. Miareczkowanie przeprowadza si¢ w srodowisku
kwasnym, gdyz w tych warunkach samoutlenianie si¢ kwasu askorbinowego
tlenem z powietrza jest bardzo powolne, enzymy utleniajace si¢ w tkankach sa
nieczynne, a inne zwiazki utleniaja si¢ wolniej od kwasu askorbinowego.
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Wykonanie proby wlasciwej:

2 g materialu rodlinnego rozetrze¢ w mozdzierzu z 5 ml 3% kwasu
metafosforowego w 8% kwasie octowym. Homogenat przela¢ do cylinderka i
uzupetnic¢ kwasem do 10 ml. Po przesaczeniu pobrac¢ 5 ml klarownego przesaczu i
miareczkowa¢ mianowanym roztworem barwnika do utrzymujacej sie przez 30

sekund barwy rézowe;j.
Wykonanie proby kontrolnej:

5 ml 3% kwasu metafosforowego w 8% kwasie octowym zmiareczkowac
mianowanym roztworem barwnika do barwy rézowej utrzymujacej si¢ przez 30

sekund.
Obliczenia:

- podacdilos¢ kwasu askorbinowego w przeliczeniu na 100 g swiezej masy
- od ilosci barwnika zuzytego na zmiareczkowanie préby wlasciwej odjac ilos¢
barwnika zuzytego na zmiareczkowanie préby kontrolnej
- 1 ml barwnika zawiera 0,08 mg 2,6- dichlorofenoloidofenolu, co odpowiada
0,09 mg kwasu askorbinowego
Wyniki:

2. Oznaczanie zawartosci kwasu askorbinowego w tabletce witaminy C

Tabletke witaminy C dokfadnie rozgnies¢ w mozdzierzu. Uzyskany proszek przenies¢ do
zlewki zawierajacej 250 ml wody destylowanej i wymieszaé (cze$¢ substancji zawartej w
tabletce nie rozpuszcza si¢). Pobra¢ 5 ml roztworu i przenies¢ do kolbki Doda¢ 0,5 ml 5%
kwasu metafosforowego i wymieszac.

Miareczkowac zawartos¢ kolbki roztworem DCPIP (2,6 dichlorofenolindofenolu)
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Wykonanie proby kontrolnej:

0,5 ml 5% kwasu metafosforowego zmiareczkowac¢ mianowanym roztworem barwnika do
barwy do barwy rézowej utrzymujacej sie¢ przez 30 sekund.

1 ml barwnika zawiera 0,08 mg 2,6- dichlorofenoloidofenolu (DCPIP), co odpowiada 0,09
mg kwasu askorbinowego

Na podstawie ilosci zuzytego do miareczkowania roztworu DCPIP obliczy zawartos¢
kwasu askorbinowego w tabletce wit. C.

3. Oznaczanie stezenia kwasu askorbinowego w moczu

Dobowe wydalanie kwasu askorbinowego z moczem wynosi 5-55 mg. Ilos¢ witaminy
C wydalana z moczem w ciagu doby wskazuje na nasycenie organizmu tym
zwigzkiem. Podejrzewajac niedoboér witaminy C w organizmie, nalezy podac duza jej
dawke (15 mg kg! masy ciala), a nastepnie oznaczyc¢ jej zawartos¢ w dobowej zbidrce
moczu. Jezeli w ciggu 24 h zostanie wydalone okoto 60% podanej jednorazowo dawki
witaminy, oznacza to, ze nie ma jej deficytu w organizmie. Wydalanie witaminy C
ponizej 60% podanej dawki $wiadczy o jej niedoborze w organizmie

Swiezo oddany mocz zakwasi¢ kilkoma kroplami kwasu octowego lodowatego.

Pobra¢ 1 ml moczu i miareczkowaé¢ mianowanym  roztworem
dichlorofenoloindofenolu (barwe obserwowac na biatym tle) do uzyskania rézowego
zabarwienia utrzymujacego si¢ przez 30 s.

1 ml barwnika zawiera 0,08 mg 2,6- dichlorofenoloidofenolu (DCPIP), co odpowiada
0,09 mg kwasu askorbinowego
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4. Reakcje barwne witamin A, D, B1,B2

a) Witamina A reakcja z kwasem siarkowym
Wykonanie:

Do 40 kropli chloroformowego roztworu witaminy A doda¢ 1 ml stezonego kwasu siarkowego
(VI). W obecnosci witaminy A i f-karotenu powstaje barwa niebieska.

b) Witamina D reakcja z kwasem siarkowym

Wykonanie:

Do 40 kropli chloroformowego roztworu witaminy D doda¢ 10 kropli bezwodnika kwasu
octowego i 1 ml stezonego kwasu siarkowego (VI). W obecnosci witaminy D wystepuje
czerwona barwa przechodzaca w niebieskozielona.

¢) Witamina B:

Pod wplywem s$rodkéw utleniajacych bezbarwna tiamina przechodzi w tiochrom -
zwiazek wykazujacy w zakresie ultrafioletu niebieska fluorescencje. Tiochrom jest
rozpuszczalny w alkoholu izobutylowym.

Wykonanie:

Do 20 kropli roztworu witaminy B: doda¢ 1 ml 2 N NaOH i 2-3 krople 1% roztworu KsFe(CN)e
i 2-3 krople alkoholu izobutylowego. W obecnosci tiochromu warstwa alkoholowa wykazuje
w ultrafiolecie niebieska fluorescencje.

d) Witamina B:

Roztwér wodny ryboflawiny w srodowisku obojetnym fluoryzuje zétto-zielono pod
wplywem promieniowania ultrafioletowego. Zjawisko to wykorzystuje sie w metodzie
ilosciowego oznaczania ryboflawiny. Pod wptywem czynnikéw redukujacych ryboflawina
barwy zoltej przechodzi w forme bezbarwna, nie wykazujac zdolnosci do fluorescenciji.

Wykonanie:

Do 10 kropli roztworu witaminy B2 doda¢ 5 kropli stezonego HCI i wrzuci¢ kawatek
metalicznego cynku. Wydzielajace si¢ pecherzyki wodoru powoduja odbarwienie zwiazku.

Obydwa roztwory wodne witaminy B2 podstawi¢ pod analityczna lampe kwarcowa i
obserwowac fluorescencje.
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Wyniki:



