2. Hydroliza lipidow mleka za pomog lipazy trzustkowej

Lipazy s to enzymy z grupy hydrolaz, ktére powagiydrolizz estréow kwasow ttuszczowych. W
odr&nieniu od esteraz wykazupktywna¢ na granicy dwoch faz: wodnej, w ktorej Isardzo dobrze
rozpuszczalne i lipidowej. Enzymy te odpowiedziabaeza metabolizm lipidow - fosfolipidow i
glikolipidéw, bedacych gtéwnymi skiadnikami biologicznych membran zor&iacylogliceroli,
stanowjcych rezerwuar energii. Z uwagi na znaczny udzpiddéw w biomasie serca, lipazy
odgrywaj tez wazna role w prawidtowym funkcjonowaniu tego organu. W osiEtnatach wraz z
rozwojem biotechnologii wzrastazteainteresowanie powgzymi enzymami w takich dziedzinach
jak: medycyna kliniczna, farmakologia, technologiavienia, przemyst spgwczy oraz przerobka
olejow.

Aktywnos¢ lipazy okrdéla sk na podstawie ilkci uwolnionych kwasow ttuszczowych, w czasie
dziatania enzymu w optymalnych warunkach w subsraawieragcym ttuszcz. llé¢ uwolnionych
kwasow ttuszczowych w probkach badanego substpatbieranych w kolejnych odgtach czasu,
oznacza si przez miareczkowanie mianowanym roztworem wodendill potasowego wobec
fenoloftaleiny jako wskanika. Lipaza trzustkowa (EC 3.1.1.3) jest przykiaddipazy 1,3-
regiospecyficznej, czyli takiej, ktéra podczas hojahy triacylogliceroli preferencyjnie hydrolizuje
wigzania estrowe przy zewtnznych atomach wgla sn-1 i sn-3 glicerolu.

Odczynniki i sprzt laboratoryjny:

1. Roztwor wieprzowego ekstraktu trzustkowego 1g/2HyO
2.Kolba stazkowa (50 i 250 m)

3. Kolby stazkowe (7 x 100 m)

4. Cylinder (100 m)

5. Pipety (5 m; 10 m; 25 m.)

6. Lejek zwykly

7. Saczki

8. taznia wodna (38°C)

9. Zestaw do miareczkowania

10.0,1 M roztwoér KOH

10. 1% roztwor fenoloftaleiny

11. Metanol

12. Badany produkt (mleko omdej zawartéci ttuszczu smietanka)

Wykonanie déwiadczenia:

1. Oznaczenie

Do kolby stakowej o pojemnéci 250 mL odmierzy 100 mL badanego produktu, a raste
kolbe umieici¢c w tazni wodnej w temperaturze 38°C. Przygotéwsze&é ponumerowanych kolb
stazkowych o pojemngci 100 mL i do kadej z nich odmierzypo 25 mL metanolu oraz po 3 mL
wody. Po uptywie 10 minut od momentu wstawieniabkot mlekiem do tani, dod& do mleka
30 mL wychgu enzymatycznego z trzustki i doktadnie wymi€szgolbe pozostawd w tazni
wodnej i co kilkka minut zamieszaPo uptywie 15 minut od dodania wygu enzymatycznego
pobra& z mieszaniny reakcyjnej 10 mL roztworu do kolbgzkbwej nr 1. W analogiczny sposéb
pobra kolejne proby w egu 90 min., w odspach 15-minutowych 4tznie sz& prob).
Poszczegoblne prébki miareczkaiv@,1 M roztworem KOH wobec fenoloftaleiny, do pojania
si¢ lekko r&zowego zabarwienia.

2.Préba zerowa

Przenié¢ 15 mLwyciaggu enzymatycznego do kolby gkowej o pojemnéci 50 mL i ogrzewé

do wrzenia w celu inaktywacji enzymu. Pogieniu gotowanego roztworu ewentualny vggony
osad odgczye. Nastpnie do kolby stgkowe] o pojemnéci 100 mL (nr 0) odpipetowlal0 mL
badanego produktu, 3 mL przegu z ogrzewanego wygu enzymatycznego oraz 25 mL



metanolu. Prop miareczkowad analogiczni jak préby badane przyzyciu 0,1 M roztworu KOH
wobec fenoloftaleiny. Wynikzebra i przedstawd w sprawozdaniu w postatdbe i wykreséw.

Uzyskane wyniki zniareczkowani zestawt w tabeli:

Nr C;as llos¢ 0,1 M KOH zuytego domiareczkowani proby
préby (min.) [mL]

0
15
30
45
60
75
90
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Obliczy¢ mikroekwiwalentyuwolnionyct kwasow ttuszczowych z rownania:
(A-B)xCx1000

mikroekwiwalent =

D
gdzie:
A —ilos¢ mL 0,1 M KOH zwyta domiareczkowani proby wiaciwej
B —ilos¢ mL 0,1 M KOH zuyta domiareczkowani proby zerowej
C — stzenie molowe #ytego domiareczkowani KOH
D —ilo$¢ mL mleka w probie poddanejiareczkowani = (7,7 m.)
i umiesci¢ w tabeli:
Nr préby Czas Mikroekwiwalenty
[min.] kwasow ttuszczowych
0 0
1 15
2 30
3 45
4 60
5 75
6 90

Sporadzi¢ wykres zalenosci ilosci hydrolizowanych kwaséw ttuszczowygmikroekwiwalenty)
w czasie (min.)

mikroekwiwalenty kwasdw thuszczowych

[l I 1 } ! !
T T 1 1 1 U

15 30 45 60 75 90
czas [min.]



