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Lipazy to grupa enzymoéw o stosunkowo niskiej swoistosci dziatania. Lipazy triacygliceroli
spetniaja w organizmie dwie podstawowe funkcje:

- sa enzymami trawiennymi hydrolizujacymi lipidy do zwiazkéw, ktére moga byc
wchlaniane w przewodzie pokarmowym,

- lipazy wystgpujace w tkance thuszczowej umozliwiaja wykorzystywanie zgromadzonych
tam lipidow jako zrodlo energii. Aktywno$¢ lipaz znajdujacych si¢ w komorkach
tluszczowych jest regulowana hormonalnie: adrenalina, noradrenalina, glukagon 1 ACTH
poprzez aktywacje cyklazy adenylanowej i wzrost stezenia cAMP w komorce aktywuje
kinazg biatkowa A, ktora fosforyluje a przez to aktywuje lipaze. Insulina prowadzi do
obnizenia poziomu cAMP w komorkach tluszczowych i hamuje lipolizg.

Lipazy sa jedna z gtéwnych grup enzymoéw trawiennych. Choc¢ istnieje lipaza ,,jezykowa” —
wydzielana przez gruczoty jezyka oraz lipaza zotadkowa, to jednak gtowny cigzar spada
hydrolizy lipidow przypada na lipazg trzustkowa. Aktywno$¢ tego enzymu nie jest
regulowana hormonalnie; natomiast wzrasta ona w obecnosci soli kwasow zotciowych,
fosfolipidow 1 biatka — kolipazy. W wyniku calkowitej hydrolizy triacygliceroli powstaja
glicerol 1 kwasy tluszczowe. Jednak lipaza trzustkowa jest enzymem dzialajacym
specyficznie na pierwszorzegdowe wigzania estrowe — to znaczy, ze w pierwszym rzedzie
odszczepia kwasy tluszczowe znajdujace si¢ w pozycji 1 1 3 triacygliceroli. Powstaly
2-monoglicerol moze ulec izomeryzacji z wytworzeniem pierwszorzgdowego wiazania
estrowego 1 dzigki temu ulec dalszej hydrolizie pod wplywem lipazy. Proces izomeryzacji
jest jednak powolny i dlatego tez 2-monoglicerole sa gldéwnymi produktami koncowymi
trawienia triacygliceroli.

76%¢ to wydzielina produkowana w watrobie odgrywajaca istotna role w procesie trawienia.
W sktad zo6tci, oprocz wody, wchodza: kwasy zdlciowe, mucyna, barwniki zoéiciowe,
cholesterol, kwasy tluszczowe 1 sole nieorganiczne. Sole kwasow zolciowych sa polarnymi
pochodnymi cholesterolu. Dzigki obecno$ci zarowno grup polarnych jak i1 niepolarnych sa
znakomitymi detergentami. Dzialaja emulgujaco na tluszcze, dzigki czemu zwigkszaja
dostepnos¢ czasteczek lipidow na dziatanie lipazy. Sole kwaséw zotciowych ulatwiaja wige
hydrolizg lipidow.

W przypadku szeregu schorzen jak np. w przewleklym zapaleniu trzustki i innych, dochodzi

do niedoboru enzyméw trawiennych. Istnieje szereg lekow, zawierajacych skoncentrowane



wyciagi z trzustki

zwierzece;,

lub zestaw oczyszczonych z

roznych enzymow

hydrolitycznych, ktére maja pomdc pacjentom w trawieniu i przyswajaniu pokarmow.

Jednym z takich lekow jest Kreon. Jedna kapsutka Kreonu zawiera (oprocz innych hydrolaz)

lipaze o aktywnosci 10 000 U.
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Zastosowanie lipaz w technologii zywnosci

W zywnosci 1 produktach spozywczych wystepowa¢ moga lipazy rodzime, jak rowniez

pochodzenia mikrobiologicznego. W produktach zawierajacych ttuszcz dziatalnos¢ lipaz jest

oceniana na ogo6t jako szkodliwa ze wzgledu na hydroliz¢ thuszczu, np. w masle, margarynie,

mleku, $mietanie, smalcu, majonezie, mace, kaszy itd. Sa jednak wyjatki od tej reguty. I tak

np. procesy hydrolizy tluszczu zachodza w czasie dojrzewania seréw, np. w serach

plesniowych 1 przyczyniaja si¢ do wytworzenia odpowiedniego smaku i1 zapachu tych serow.

Preparaty zawierajace lipazy sa stosowane w mleczarstwie w celu przyspieszenia dojrzewania

serow, znajduja takze zastosowanie przy odtwarzaniu zapachu mlecznego w niektorych

preparatach spozywczych, jak mleko kakaowe lub w produktach o osnowie czekoladowe;j.
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Cel ¢wiczenia
Poznanie alkacymetrycznej metody oznaczania aktywnoS$ci lipazy z uzyciem oleju jako
substratu oraz fenoloftaleiny jako wskaznika. Ponadto zadaniem bedzie porownanie

aktywnosci lipazy dziatajacej bez z6tci i w obecnosci zoblci.

Zasada metody:

Aktywnos$¢ lipazy oznaczy¢ mozna przez zmiareczkowanie ilo$ci uwolnionych kwasow
tluszczowych. Metodg t¢ mozna stosowa¢ do okreslenia aktywnosci lipazy w dowolnym
preparacie enzymu (np. leku); pozwala ona réwniez na zbadanie wplywu dodatkowych
czynnikow (np. zotci) na aktywnos$¢ lipazy. Aby oznaczy¢ aktywno$¢ enzymatyczna
dowolnego enzymu nalezy okresli¢ szybkos¢ poczatkowa reakcji. W tym celu dokonuje sig
pomiaru przyrostu produktu (lub ubytku substratu) w zaleznos$ci od czasu reakcji. Lipaza nie
charakteryzuje si¢ wysoka aktywnoscia molekularna 1 mozna na podstawie wstgpnych
dos$wiadczen tak dobra¢ ilo§¢ substratu i1 czas trwania reakcji, aby uprosci¢ kolejne
do$wiadczenia i prawidlowo wyznaczy¢ szybko§¢ poczatkowa reakcji w oparciu 0 jeden
punkt doswiadczalny (jeden okres czasu inkubacji enzymu z substratem). Wstepne
do$wiadczenia pozwolity ustali¢ takie warunki, przy ktérych mozemy mie¢ pewnos¢, ze po
uplywie wybranego przez nas czasu inkubacji enzymu z substratem, szybko$¢ reakcji jest
wcigz rowna szybkos$ci poczatkowej czyli zalezno$¢ przyrostu produktu od czasu jest wciaz

prostoliniowa czyli enzym jest wciaz w pelni wysycony substratem.

Schemat doswiadczenia:

1. Przygotowanie dwoch mieszanin reakcyjnych:

- enzym - preparat leku Kreon: bufor — 0.1 M bufor fosforanowy pH 7.4 (optimum dziatania
lipazy przypada na pH 7.0-8.5); substrat —olej rzepakowy,

- enzym — preparat leku Kreon; czynnik wplywajacy na aktywno$¢ enzymatyczng — z01¢;

substrat —olej rzepakowy.



2. Reakcja rozpoczyna si¢ w momencie dodania do mieszaniny reakcyjnej ostatniego
sktadnika. Reakcje prowadzimy przez 40 min. W lazni wodnej (40°C) przy silnym
wstrzasaniu. Reakcje zatrzymuje dodanie etanolu.

3. Oznaczanie ilosci produktu w probkach — oznaczanie ilosci uwolnionych kwasow

tluszczowych przez miareczkowanie mianowanym roztworem NaOH.

Wykonanie:

Przygotowa¢ taznie wodna o temperaturze 40°C oraz 4 kolbki Ehrlenmayera (o obj. 50 cm®)
i sporzadzi¢ w nich mieszaniny kontrolne z przygotowanego rozcienczenia leku Kreon w 0.1
M buforze fosforanowym pH 7.4 (enzym w buforze). W dwoch kolbach przygotowaé
mieszaniny kontrolne:

I - 5 ml oleju oraz 5 ml buforu fosforanowego pH 7.4,

I1 - 5 ml oleju, 4 ml buforu fosforanowego pH 7.4 oraz 1 ml zofci.

W kolejnych dwoch kolbkach przygotowac mieszaniny reakcyjne:

I - 5 ml oleju 1 ml buforu fosforanowego pH 7.4, 4 ml preparatu enzymu,

II" - 5 ml oleju, 1 ml z6kci, 4 ml preparatu enzymu.

Nastgpnie wstawi¢ kolbki do tazni wodnej 1 prowadzi¢ reakcje przez 40 min. Przy
jednoczesnym mieszaniu. Po zakonczeniu inkubacji do kazdej z kolb doda¢ po 8 ml etanolu,
aby zatrzyma¢ reakcj¢ enzymatyczna. Zawarto$¢ kolbek miareczkowaé w obecnosci
fenoloftaleiny (10 kropli) uzywajac mianowanego 0.05 M NaOH, az do pojawienia si¢

utrzymujacego si¢ wyraznego ré6zowego zabarwienia.

Opracowanie wynikow:

1. Od sredniej warto$ci uzyskanej w wyniku miareczkowania prob petnych po 40 minutach
inkubacji odja¢ wartos¢ proby kontrolnej (I’- I, II’- 1) 1 r6znicg w ml wodorotlenku sodowego
poda¢ prowadzacemu ¢wiczenia.

2. Aktywnos¢ lipazy wyrazi¢ w umolach kwasow thuszczowych uwolnionych w ciagu 1 min.
przez 1 ml enzymu (1 ml 0,05-molowego wodorotlenku sodowego = 50 pumoli kwasu
thuszczowego). Nalezy pamigtaé, iz w do$wiadczeniu uzyto po 4 ml enzymu w kazdej z proéb
petnych a czas inkubacji trwat 40 minut.

3. Na podstawie uzyskanych wynikéw porownac aktywnos$¢ lipazy dzialajacej bez zotci i w

obecnosci z6ici.
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