9. Hydroliza lipidow mleka za pomoca lipazy trzustkowej

Lipazy sa to enzymy z grupy hydrolaz, ktére powoduja hydrolize estrow kwasow ttuszczowych. W
odroznieniu od esteraz wykazujg aktywnos¢ na granicy dwoch faz: wodnej, w ktorej sg bardzo dobrze
rozpuszczalne i lipidowej. Enzymy te odpowiedzialne sa za metabolizm lipidow - fosfolipidow i
glikolipidow, bedacych glownymi sktadnikami biologicznych membran oraz  triacylogliceroli,
stanowiacych rezerwuar energii. Z uwagi na znaczny udziat lipidow w biomasie serca, lipazy
odgrywaja wiec tez wazng role w prawidtowym funkcjonowaniu tego organu. W ostatnich latach wraz
z rozwojem biotechnologii wzrasta tez zainteresowanie powyzszymi enzymami W takich dziedzinach
jak: medycyna Kliniczna, farmakologia, technologia zywienia, przemyst spozywczy oraz przerobka
olejow.

Aktywno$¢ lipazy okresla si¢ na podstawie ilosci uwolnionych kwasow tluszczowych, w czasie
dziatania enzymu w optymalnych warunkach w substracie zawierajacym ttuszcz. Ilos¢ uwolnionych
kwasow thuszczowych w probkach badanego substratu, pobieranych w kolejnych odstepach czasu,
oznacza si¢ przez miareczkowanie mianowanym roztworem wodorotlenku potasowego wobec
fenoloftaleiny jako wskaznika.

Odczynniki 1 sprzet laboratoryjny:

1. Roztwor wieprzowego ekstraktu trzustkowego 1 g/50 mr H,O
2. Kolba stozkowa (250-500 mL)

3. 7 Kolb stozkowych (100 mL)

4. 2 Kolby stozkowe (300-400 mL)

5. Cylinder (100 mL)

6. Pipety (5 mL; 2x10 mL; 25 mL)

7. Lejek zwykty

8. Laznia wodna (38°C)

9. Zestaw do miareczkowania

10. 0,05 M roztwér KOH

1% roztwor fenoloftaleiny

Metanol

Badany produkt (mleko lub $§mietanka)
Saczki

APwnE

Wykonanie do§wiadczenia:

1. Oznaczenie

Do kolby stozkowej o pojemnosci 250 mL odmierzy¢ 100 mL mleka lub $mietanki, a nastepnie
kolbg umiesci¢ w tazni wodnej w temperaturze 38°C. Przygotowaé sze$§¢ ponumerowanych kolb
stozkowych o pojemnosci 100 mL i do kazdej z nich odmierzy¢ po 25 mL metanolu. Po uptywie 10
minut od momentu wstawienia kolby z mlekiem do tazni, doda¢ do mleka 30 mL przygotowanego
wyciagu enzymatycznego z trzustki i doktadnie wymieszaé. Kolbe pozostawi¢ w tazni wodnej 1 co
kilka minut zamiesza¢. Po uptywie 15 minut od dodania wyciggu enzymatycznego pobrac z
mieszaniny reakcyjnej 10 mL roztworu do kolby stozkowej o pojemnosci 100 mL (proba nr 1). W
analogiczny sposob pobra¢ kolejne proby w ciggu 90 min., w odstgpach 15-minutowych (facznie
sze$¢ prob). Poszczegolne probki miareczkowac 0,05 M roztworem KOH wobec fenoloftaleiny, do
pojawienia si¢ lekko r6zowego zabarwienia.

2. Proba zerowa

Przenie$¢ 50 cm® wyciagu enzymatycznego do kolby stozkowej o pojemnosci 100 mL i ogrzewaé
do wrzenia w celu inaktywacji enzymu. Po ozigbieniu gotowanego roztworu ewentualny wytracony
osad odsgczyé¢. Nastepnie do kolby stozkowej o pojemnosci 100 mL (nr 0) odpipetowaé¢ 10 mL
mleka lub $mietanki, 3 ML przesaczu z ogrzewanego wyciggu enzymatycznego oraz 25 mL



metanolu. Prébg¢ miareczkowaé analogicznie jak proby badane przy uzyciu 0,05 M roztworu KOH
wobec fenoloftaleiny. Wyniki zebra¢ i przedstawi¢ w sprawozdaniu w postaci tabel i wykresow.

Uzyskane wyniki z miareczkowania zestawi¢ w tabeli:

Nr Czas
proby (min.)

0 0
1 15
2 30
3 45
4 60
5

6

Tloé¢ 0,05M KOH zuzytego do miareczkowania proby [mL]

75
90

Obliczy¢ mikroekwiwalenty uwolnionych kwasow tluszczowych z réwnania:

(A-B)xCx1000

mikroekwiwalent =

D
gdzie:
A —ilos¢ mL 0,05 M KOH zuzyta do miareczkowania proby wlasciwej
B —ilo$¢ mL 0,05 M KOH zuzyta do miareczkowania proby zerowe;j
C — stezenie molowe uzytego do miareczkowania KOH
D — iloé¢ mL mleka w probie poddanej miareczkowaniu = (7,7 mL)
1 umiesci¢ w tabeli:
Nr proby Czas Mikroekwiwalenty
[min.] kwasow tluszczowych
0 0
1 15
2 30
3 45
4 60
5 75
6 90

Sporzadzi¢ wykres zalezno$ci ilo$ci hydrolizowanych kwasow ttuszczowych (mikroekwiwalenty)
w czasie (min.)

mikroekwiwalenty kwaséw ttuszczowych

1 1 1
15 30 45 60 75 90
czas [min.]




