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W pracy zastosowano enzymatyczng metode oznaczania cholesterolu. Do
okreslania aktywnosci peroksydazy uzyto substraty, ktore w wyniku reakcji dajg
fluoryzujgce produkty. Opracowang metode zastosowano do oznaczania chole-
sterolu w przetworach miesnych. Oznaczona zawarto$¢ cholesterolu wynosita od
40,2 do 150,0 i nie odbiegata od wartosci otrzymanych przez innych autoréw.
Wspotczynnik korelacji uzytej metody oraz metody enzymatycznej - kolory-
metrycznej wynosit 0,998.

WSTEP

Najczestszymi przyczynami zgonow w Polsce obecnie sg choroba niedokrwienna
serca i zawaly oraz udary mézgu. Przyczynga tych choréb jest nieprawidtowy metabolizm
lipidéw, czesto spowodowany nadmiernym spozyciem ttuszczéw, zwitaszcza zwierzecych.

Wskaznikiem prawidtowego metabolizmu lipidow jest zawartos¢ cholesterolu, ktore-
go poziom jest czesto skorelowany z poziomem lipidéw. Cholesterol jest niezbedny do
witasciwego funkcjonowania organizmu. Szkodzi dopiero jego nadmiar.

Zwigzek ten, jako sktadnik zotci, uczestniczy w procesie trawienia, jest potrzebny
do produkcji hormondw, zwtaszcza ptciowych, ale rowniez antystresowych. Umozliwia
przyswajanie witaminy D. Bierze takze udziat w budowaniu komorek mézgu w czasie
intensywnego rozwoju w okresie wczesnego dziecifistwa.

Wystepowanie cholesterolu i jego rola

Cholesterol jest prekursorem wszystkich innych steroidow w organizmie takich jak:
kortykosteroidy, hormony piciowe, kwasy zétciowe i witamina D. Jest typowym pro-
duktem metabolizmu zwierzecego, a wiec znajduje sie w pokarmach pochodzenia
zwierzecego takich jak: z6ttka jaja, mieso, watroba, mézg. W ustroju cztowieka znajduje
sie on w ilosci okoto 250 g, gtéwnie w médzgu i nadnerczach. W osoczu krwi choleste-
rolu jest 150 - 200 mg/l00 cm3 a jego ilo$¢ wzrasta przy niektérych schorzeniach.
W warunkach patologicznych zwigzek ten moze osadza¢ sie w narzadach i tkankach
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np. w postaci kamieni w przewodach zétciowych oraz w $cianach naczyn krwionos$nych
przy miazdzycy.

Zawarto$¢ cholesterolu we krwi nie powinna przekracza¢ 200 mg/dl. Okoto potowa
cholesterolu w organizmie cztowieka pochodzi z syntezy, a pozostata ilos¢ jest dostar-
czana z pozywieniem. Okoto 50% zsyntetyzowanego cholesterolu pochodzi z watroby,
15% z jelit, a znaczna cze$¢ ze skory.

W ciggu jednego dnia z organizmu wydala sie okoto 1 g cholesterolu. Prawie poto-
wa, po przeksztatceniu w kwasy zéiciowe, jest wydalana z katem, pozostata czes$¢ -
w postaci obojetnych steroidéw. Znaczna cze$¢ cholesterolu wydalana z zdéicig jest
ponownie wchianiana w jelitach, a nastepnie wychwytywana przez watrobe i ponownie
wydalana z z6tcig. Zjawisko to jest znane jako krazenie jelitowo - watrobowe.

W celu obnizenia zbyt wysokiego poziomu cholesterolu powinna by¢ stosowana dieta
niskocholesterolowa, ktéra zawiera mozliwie jak najwiecej produktéw bogatych w bton-
nik - pieczywa razowego, grubych kasz, roélin straczkowych, warzyw i owocéw. Nalezy
rowniez unikac stresow, a przynajmniej stara¢ sie go roztadowywac, regularnie uprawiaé
sport.

Metody wykrywania i oznaczania cholesterolu

Chemiczne metody wykrywania i oznaczania cholesterolu opierajg si¢ zasadniczo na
dwéch reakcjach. Pod wptywem stezonego kwasu siarkowego dochodzi do odciggniecia
czasteczek wody. Tworzy sie czerwony kwas disulfonowy bicholestiadienu (odczyn
Salkowskiego).

W obecnos$ci kwasu siarkowego i bezwodnika kwasu octowego tworzy sie zielono
zabarwiony kwas monosulfonowy bicholestiadienu (odczyn Liebermanna-Burcharda).
Slady wody uniemozliwiaja reakcje [11].

Znane sg takze metody enzymatyczne z zastosowaniem esterazy cholesterolowej,
oksydazy i peroksydazy [4, 9]. Cholesterol oznaczano takze za pomocg czujnikow
enzymatycznych, skonstruowanych w oparciu o elektrode tlenowg [5]. W ostatnich
latach stosowane sg réwniez metody chromatografii gazowej [1, 6, 8, 10], w tym takze
kapilarnej [7] oraz HPLC [2, 7]. Chociaz metody chromatograficzne, jako doktadniejsze
i prostsze, sg najbardziej polecane do oznaczania cholesterolu, to réwniez metody
enzymatyczne sg czute, precyzyjne i nie wymagajg drogiej aparatury.
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Intensywno$¢ czerwonego zabarwienia otrzymanej pochodnej jest proporcjonalna do
stezenia cholesterolu. Do pomiaréw fluorymetrycznych uzywano spektrofluorymetr
firmy Hitachi.

Zastosowana modyfikacja metody niniejszej pracy polega na uzyciu fluoryzujacych
substratow dla peroksydazy.

CZESC DOSWIADCZALNA

Odczynniki i roztwory

Czes$¢ odczynnikow pochodzita z zestawu do oznaczania cholesterolu firmy Aqua-med (£6dz),
ktory 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. Pozostate odczynniki: kwas fenylooctowy, lumionol, kwas
homowanilinowy, kwas p-hydroksyfenylomlekowy zostaty zakupione w firmie Sigma.

Przygotowanie probki

1 g zhomogenizowanej probki wyrobu miesnego (np. pasztetu) ekstrahowano trzykrotnie
porcjami izopropanolu po 5 cm3, zbierajac ekstrakty w kolbce pojemnosci 25 cm3. Nastepnie
dodawano 5 cm' HC1 o stezeniu 8 mol/dm3, uzupetniano izopropanolem do kreski i wstawiano
do lodéwki na okres 20 min. w celu oddzielenia thuszczu. Probke przesgczano przez bibute
filtracyjng. W ten sposéb oznaczano cholesterol wolny.

W celu oznaczenia cholesterolu catkowitego najpierw przeprowadzano hydrolize estréw cho-
lesterolu. W tym celu stosowano metanolowy roztwér KOH o stezeniu 1,0 mol/dm\ 5 cm3 tego
roztworu dodawano do odwazonej prdbki i ogrzewano pod chtodnicg zwrotng w ciggu 25 min.
stosujgc mieszanie za pomocy mieszadta magnetycznego. Nastepnie przeprowadzano ekstrakcje
za pomocg kilku porcji 5 cm' izopropanolu na goraco, po ostudzeniu filtrowano i uzupetniano
w kolbie miarowej do kreski izopropanolem.

Sposdb wykonania oznaczenia cholesterolu

Odczynnik roboczy przygotowywano w ten sposob, ze zawarto$¢ buteleczki z odczynnikiem
R2 rozpuszczano w odczynniku Ri i mieszano. W celu wykonania oznaczenia przygotowywano
nastepujgce probki wg schematu.

Schemat przygotowania mieszanin inkubacyjnych (cm3)

W celu wykonania oznaczenia zawartosci cholesterolu, do przygotowanej w oparciu 0 powyz-
szy schemat mieszaniny inkubacyjnej, w kuwecie kwarcowej dodawano 0,5 cm' roztworu kwasu
p - hydroksyfenylooctowego i mierzono intensywno$¢ Swiecenia po 15 minutach.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

W tabeli | zestawiono diugosci fal: wzbudzajacej i emisji dla poszczeg6lnych sub-
stratow peroksydazy. Poniewaz okazato sie, ze kwas p-hydroksyfenylooctowy ma naj-
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wyzszy wskaznik molowej emisji (2,93 x 106), ten zwigzek wykorzystano w dalszych
oznaczeniach. Odchylenie standardowe i wsp6tczynnik zmienno$ci w metodzie spek-
trofotometrycznej z wykorzystaniem fenolu i 4-aminoantypiryny oraz w metodzie fluo-
rymetrycznej ksztattowaty sie na podobnym poziomie. Jednakze ostatnia metoda cha-
rakteryzowata sie znacznie nizsza granicg oznaczalno$ci. Wynosita ona 0,4 ng/ml
w poréwnaniu do 5 (ig/ml w metodzie spektrofotometrycznej.

Tabela |I. Dtugosci fali wzbudzajacej (EX) i emisji (EM) dla poszczegdlnych substratow

Tabela 1l. Zestawienie wynikbw oznaczania cholesterolu uzyskanych metodg fluory-
metryczng
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W tabeli Il przedstawiono wyniki oznaczania catkowitej zawartosci cholesterolu
otrzymane metodg enzymatyczng z fluorymetrycznym pomiarem aktywnosci peroksy-
dazy. Miescity sie one w normach przyjetych dla danych produktéw i nie odbiegaty od
wartosci podawanych przez innych autoréw. Wspétczynnik korelacji miedzy metoda
spektrofotometryczng w oparciu o test enzymatyczny firmy Aquamed a metodg fluo-
rymetryczng wynosit 0,998.

WNIOSKI

1. Zastosowanie fluoryzujacych substratdw do oznaczania aktywnosci peroksydazy
w metodzie enzymatycznej pozwala na ponad dziesieciokrotne obnizenie granicy
oznaczalno$ci tego zwigzku.

2. Peroksydaza jest czesto stosowana w réznych oznaczeniach enzymatycznych i im-
munoenzymatycznych. Celowe wydaje sie by¢ uzycie kwasu p-hydroksyfeny-
looctowego do oznaczania jej aktywnosci, gdyz wigze sie to z mozliwoscig wykry-
wania znacznie mniejszych zawartosci danych zwigzkow.

J. Leszczynska

MODIFICATION OF ENZYMATIC METHOD OF CHOLESTEROL DETERMINATION

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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