
ROCZN. PZH, 1999, 50, NR 4, 421^126

JOANNA LESZCZYŃSKA

M O D Y F IK A C JA  E N Z Y M A T Y C Z N E J M E T O D Y  O Z N A C Z A N IA  
C H O L E S T E R O L U

MODIFICATION OF ENZYMATIC METHOD OF CHOLESTEROL DETERM INATION

Zespół Chemii Bionieorganicznej i Analitycznej 
Instytut Podstaw Chemii Żywności Politechniki Łódzkiej 

90-924 Łódź, ul. Stefanowskiego 4/10,
Kierownik: prof. dr hab. J. Masłowska

W pracy zastosowano enzymatyczną metodę oznaczania cholesterolu. Do 
określania aktywności peroksydazy użyto substraty, które w wyniku reakcji dają 
fluoryzujące produkty. Opracowaną metodę zastosowano do oznaczania chole­
sterolu w przetworach mięsnych. Oznaczona zawartość cholesterolu wynosiła od 
40,2 do 150,0 i nie odbiegała od wartości otrzymanych przez innych autorów. 
Współczynnik korelacji użytej metody oraz metody enzymatycznej -  kolory­
metrycznej wynosił 0,998.

WSTĘP

Najczęstszym i przyczynam i zgonów w Polsce obecnie są choroba n iedokrw ienna 
serca i zawały o raz udary m ózgu. Przyczyną tych chorób  je st niepraw idłow y m etabolizm  
lipidów, często spow odow any nadm iernym  spożyciem tłuszczów, zwłaszcza zwierzęcych.

W skaźnikiem  praw idłow ego m etabolizm u lipidów jest zaw artość cho lestero lu , k tó re ­
go poziom  je st często skorelow any z poziom em  lipidów. C holestero l jest n iezbędny do 
właściwego funkcjonow ania organizm u. Szkodzi dop ie ro  jego  nadm iar.

Zw iązek ten, jako  składnik żółci, uczestniczy w procesie  traw ienia, je s t potrzebny  
do produkcji horm onów , zwłaszcza płciowych, ale rów nież antystresow ych. Um ożliw ia 
przysw ajanie w itam iny D. B ierze także udział w budow aniu  kom órek  m ózgu w czasie 
intensyw nego rozwoju w okresie  wczesnego dzieciństwa.

Występowanie cholesterolu i jego rola

C ho leste ro l je s t p rekursorem  wszystkich innych steroidów  w organizm ie takich jak: 
kortykosteroidy, horm ony płciowe, kwasy żółciowe i w itam ina D. Jest typowym p ro ­
duktem  m etabolizm u zw ierzęcego, a więc znajduje się w pokarm ach  pochodzenia 
zw ierzęcego takich jak: żółtka ja ja, m ięso, w ątroba, mózg. W  ustro ju  człow ieka znajduje 
się on w ilości około  250 g, głównie w mózgu i nadnerczach. W  osoczu krwi ch o leste ­
rolu je st 150 -  200 m g /l00 cm 3, a jego  ilość w zrasta przy niektórych schorzeniach. 
W  w arunkach  patologicznych związek ten m oże osadzać się w narządach  i tkankach
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np. w postaci kam ieni w przew odach żółciowych o raz w ścianach naczyń krwionośnych 
przy miażdżycy.

Z aw artość  cho lestero lu  we krwi nie pow inna przekraczać 200 mg/dl. O koło  połow a 
cho lestero lu  w organizm ie człowieka pochodzi z syntezy, a pozosta ła  ilość je s t d o s ta r­
czana z pożyw ieniem . O koło  50%  zsyntetyzow anego cholestero lu  pochodzi z wątroby, 
15% z je lit, a znaczna część ze skóry.

W  ciągu jed n eg o  dn ia z organizm u wydala się około  1 g cholestero lu . Praw ie po ło ­
wa, po  przekszta łceniu  w kwasy żółciowe, jest w ydalana z kałem , pozosta ła  część -  
w postaci obojętnych steroidów . Z naczna część cholestero lu  w ydalana z żółcią jest 
ponow nie w chłan iana w je litach , a następn ie  wychwytywana przez w ątrobę i ponow nie 
w ydalana z żółcią. Z jaw isko to  je s t znane jako  k rążen ie je litow o -  w ątrobow e.

W  celu obniżen ia zbyt wysokiego poziom u cholestero lu  pow inna być stosow ana die ta  
n iskocholestero low a, k tó ra  zaw iera możliwie jak  najwięcej p roduk tów  bogatych w b łon ­
nik -  pieczywa razowego, grubych kasz, roślin strączkowych, warzyw i owoców. Należy 
rów nież un ikać stresów , a przynajm niej sta rać  się go rozładowywać, regu larn ie  upraw iać 
sport.

Metody wykrywania i oznaczania cholesterolu

C hem iczne m etody wykrywania i oznaczania cholestero lu  o p ie ra ją  się zasadniczo na 
dwóch reakcjach. Pod wpływem stężonego kwasu siarkow ego dochodzi do  odciągnięcia 
cząsteczek wody. Tworzy się czerwony kwas disulfonow y b icholestiad ienu  (odczyn 
Salkowskiego).

W  obecności kwasu siarkow ego i bezw odnika kwasu octow ego tworzy się zielono 
zabarw iony kwas m onosulfonow y b icholestiad ienu  (odczyn Lieberm anna-Burcharda). 
Ślady wody uniem ożliw iają reakcję [11].

Z n an e  są także m etody enzym atyczne z zastosow aniem  esterazy  cholesterolow ej, 
oksydazy i peroksydazy [4, 9]. C holestero l oznaczano  także za pom ocą czujników 
enzym atycznych, skonstruow anych w oparciu  o e lek tro d ę  tlenow ą [5]. W  ostatn ich  
latach stosow ane są rów nież m etody chrom atografii gazowej [1, 6, 8, 10], w tym także 
kap ilarnej [7] o raz  H P L C  [2, 7]. C hociaż m etody chrom atograficzne, jak o  dokładniejsze 
i p rostsze, są najbardziej po lecane do oznaczania cholestero lu , to  rów nież m etody 
enzym atyczne są czułe, precyzyjne i nie wym agają drogiej aparatury .
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Intensyw ność czerw onego zabarw ienia o trzym anej pochodnej je s t p ropo rc jonalna  do  
stężenia cholestero lu . D o pom iarów  fluorym etrycznych używano spek tro fluo rym etr 
firmy H itachi.

Z astosow ana m odyfikacja m etody niniejszej pracy polega na użyciu fluoryzujących 
substratów  dla peroksydazy.

CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA

Odczynniki i roztwory

Część odczynników pochodziła z zestawu do oznaczania cholesterolu firmy Aqua-med (Łódź), 
który zawiera: odczynnik Ri (0,1 mol/dm3 bufor fosforanowy pH 6,8; cholan sodu 1 g/dm3), 
odczynnik R2 (liofilizat: esterazy cholesterolowej, oksydazy cholesterolowej, peroksydazy) oraz 
wzorzec cholesterolu 200 mg/100 cm3. Pozostałe odczynniki: kwas fenylooctowy, lumionol, kwas 
homowanilinowy, kwas p-hydroksyfenylomlekowy zostały zakupione w firmie Sigma.

Przygotowanie próbki

1 g zhomogenizowanej próbki wyrobu mięsnego (np. pasztetu) ekstrahowano trzykrotnie 
porcjami izopropanolu po 5 cm3, zbierając ekstrakty w kolbce pojemności 25 cm3. Następnie 
dodawano 5 cm' HC1 o stężeniu 8 mol/dm3, uzupełniano izopropanolem do kreski i wstawiano 
do lodówki na okres 20 min. w celu oddzielenia tłuszczu. Próbkę przesączano przez bibułę 
filtracyjną. W ten sposób oznaczano cholesterol wolny.

W celu oznaczenia cholesterolu całkowitego najpierw przeprowadzano hydrolizę estrów cho­
lesterolu. W tym celu stosowano metanolowy roztwór КОН o stężeniu 1,0 m ol/dm \ 5 cm3 tego 
roztworu dodawano do odważonej próbki i ogrzewano pod chłodnicą zwrotną w ciągu 25 min. 
stosując mieszanie za pomocy mieszadła magnetycznego. Następnie przeprowadzano ekstrakcję 
za pomocą kilku porcji 5 cm' izopropanolu na gorąco, po ostudzeniu filtrowano i uzupełniano 
w kolbie miarowej do kreski izopropanolem.

Sposób wykonania oznaczenia cholesterolu

Odczynnik roboczy przygotowywano w ten sposób, że zawartość buteleczki z odczynnikiem 
R2 rozpuszczano w odczynniku Ri i mieszano. W celu wykonania oznaczenia przygotowywano 
następujące próbki wg schematu.

Schemat przygotowania mieszanin inkubacyjnych (cm3)

W celu wykonania oznaczenia zawartości cholesterolu, do przygotowanej w oparciu o powyż­
szy schemat mieszaniny inkubacyjnej, w kuwecie kwarcowej dodawano 0,5 cm' roztworu kwasu 
p -  hydroksyfenylooctowego i mierzono intensywność świecenia po 15 minutach.

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

W  tabeli I zestaw iono długości fal: w zbudzającej i em isji dla poszczególnych sub­
stratów  peroksydazy. Poniew aż okazało się, że kwas p-hydroksyfenylooctow y m a na j­



wyższy w skaźnik m olowej em isji (2,93 x 106), ten  związek w ykorzystano w dalszych 
oznaczeniach . O dchylen ie standardow e i współczynnik zm ienności w m etodzie  spek- 
tro fo tom etrycznej z w ykorzystaniem  fenolu  i 4-am inoantypiryny o raz  w m etodzie  fluo- 
rym etrycznej kształtow ały się na podobnym  poziom ie. Jed n ak że  o sta tn ia  m e to d a  ch a­
rak teryzow ała się znacznie niższą gran icą oznaczalności. W ynosiła on a  0,4 ng/m l 
w porów nan iu  do 5 (ig/ml w m etodzie spek trofotom etrycznej.
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T a b e l a  I.  Długości fali wzbudzającej (EX) i emisji (EM) dla poszczególnych substratów

T a b e l a  I I .  Zestawienie wyników oznaczania cholesterolu uzyskanych metodą fluory- 
metryczną
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W tabeli II przedstawiono wyniki oznaczania całkowitej zawartości cholesterolu 
otrzymane m etodą enzymatyczną z fluorymetrycznym pom iarem  aktywności peroksy- 
dazy. Mieściły się one w norm ach przyjętych dla danych produktów i nie odbiegały od 
wartości podawanych przez innych autorów. Współczynnik korelacji między m etodą 
spektrofotometryczną w oparciu o test enzymatyczny firmy Aquam ed a m etodą fluo- 
rymetryczną wynosił 0,998.

WNIOSKI

1. Zastosowanie fluoryzujących substratów do oznaczania aktywności peroksydazy 
w m etodzie enzymatycznej pozwala na ponad dziesięciokrotne obniżenie granicy 
oznaczalności tego związku.

2. Peroksydaza jest często stosowana w różnych oznaczeniach enzymatycznych i im- 
munoenzymatycznych. Celowe wydaje się być użycie kwasu p-hydroksyfeny- 
looctowego do oznaczania jej aktywności, gdyż wiąże się to z możliwością wykry­
wania znacznie mniejszych zawartości danych związków.

J .  L e s z c z y ń s k a

MODIFICATION OF ENZYMATIC METHOD OF CHOLESTEROL DETERM INATION

Summary

Fluorimetric substrates for peroxidase activity determining were descirbed in this work so 
that to establish cholesterol concentration by enzymatic method, p-hydroxyphenyloacetate acid 
was used, as the most favourable, so that to determine cholesterol content in meat products. 
Using of this compound enables to diminish cholesterol determining limit more than 10-times. 
Obtained results of cholesterol content are convergent with results obtained by the other authors.
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