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1. Lipidy

Lipidy, inaczej tluszcze, to naturalne zuwki chemiczne o rnorodnej budowie
chemicznej. Lipidy s definiowane jako grupa zwikéw dobrze rozpuszczalnych w
niepolarnych rozpuszczalnikach organicznych takaghchloroform, wglowodory, alkohole,
etery i estry i w bardzo niewielkim stopniu rozmzsinych w wodzifl]. Powyzsza definicja
jest bardzo ogodlna, gdyw skiad lipidow wchodg zwigzki o r&nej budowie chemicznej.
Mozna je podzieli na dwie kategorie:

- lipidy o strukturach opartych na diugataichowych kwasach karboksylowych azalkch
bezpdrednich pochodnych, czyli: kwasy ttuszczowe, alkamgktore alkeny, aldehydy i
alkohole dtugotacuchowe oraz ich pochodne (estry),

- lipidy terpenowe o strukturach opartych na jedo®szoprenowej €

Inna definicja zostata zaproponowana przez W. Sfibri[2], ktory proponuje, aby
terminem lipidy okréacé kwasy tluszczowe, ich pochodne oraz substancigzame z nimi
bgdZ biochemicznie dxlZz poprzez funkcje w orgaimie

Kwasy tluszczowe wyspuja w naturze zazwyczaj w postaci zwanej. Tworz
estry z glicerolem jako monoacyloglicerole, diagjicerole, triacyloglicerole, fosfolipidy i
inne. Istnieg réwniez ich estry ze sterolami oraz alkoholami diugalachowymi.

Obecnie znanych jest powsj 1000 kwasow ttuszczowych zidentyfikowanych w
naturalnych produktach pochodzenia zwseegyo, rélinnego a take z grzybdw i bakterii.
Najczsciej wystpuje i jest analizowanych okoto 50 kwaséw. Ze wdgl na okrélona,
niewielky liczbe drog biosyntezy z ograniczonej liczby substratéwasy ttuszczowe ma;
podobn budove.

Kwasy ttuszczowe (FA) charakteryzigie nastpujacymi cechami:

1. wigkszas¢ kwasow ttluszczowych ma prostétaichowe casteczki zawierace parzyst

liczbe atomow wgla w zakresie od 12 do 22,

2. kwasy jednonienasycone zawigrajwigzanie podwojne najezciej o konfiguracjiZ (cis),

3. kwasy wielonienasycone zawierajwa lub wecej wigzaa podwojnych najcgciej o

konfiguracjiZ (cis) oddzielonych grupmetylenovs.

Kwasy tluszczowe nazywane ed nazw wglowodoréw o tej samej liczbie atomow
wegla w czsteczkach przy jednoczesnej zamianiéddwki z —an na —owy (tabela 1). Na
przykfad:

- weglowodér:n-heksadekan,

- kwas tluszczowy: kwas-heksadekanowy, GICH,);4,COOH,



- w skrécie maemy zapisé& 16:0, gdzie 16 oznacza 86 atomow wgla w taacuchu kwasu
ttuszczowego zaliczba po dwukropku oznacza §lowigzan podwaojnych.
Skréty wywane zwyczajowo do okfkmnia nienasyconych kwasow ttuszczowych

tworzy st w sposOb podany patgj na przyktadzie kwasu oleinowego:

CHs-(CH,),-CH=CH-(CH),--COOH skrot

wl w9 wl8 18:1¢0)
nl n9 nl8 18:1(n9)
n-1 n-9 n-18 18:1(n-9)

W podanych skrétach patenie wigzania podwojnego liczy siod kaca w
czgsteczki kwasu tluszczowego. Te zwyczajowe skr@tyczsto wywane, gdy pokazug
wspolry drog; biosyntezy kwaséw z tym samym miejscem peloa wizania podwojnego.
Na przyktad: elongacja kwasu oktadecenowego 18)(prowadzi do powstania kwasu

ejkozenowego 20:1(n-9) a ngghie kwasu dokozenowego 22:1(n-9):

18:1(n-9) ———> 20:1(n-9——> 22:1(n-9)

Tabela 1. Typowe kwasy ttuszczowe wystjace w naturze.

Nazwa systematyczna Nazwa zwyczajowa Skrot
kwasy nasycone:
n-dodekanowy laurynowy 12:0
n-tetradekanowy mirystynowy 14:0
n-heksadekanowy palmitynowy 16:0
n-oktadekanowy stearynowy 18:0
n-ejkozanowy arachidowy 20:0
n-dokozanowy behenowy 22:0
kwasy jednonienasycone:
cis-9-heksadecenowy palmitoleinowy 16:1(n-7)
cis-6-oktadecenowy petroselinowy 18:1(n-12)
cis-9-oktadecenowy oleinowy 18:1(n-9)
cis-11-oktadecenowy wakcenowy 18:1(n-7)
kwasy wielonienasycone:
9,12-oktadekadienowy linolowy* 18:2(n-6)
9,12,15-oktadekatrienowy linolenowy* 18:3(n-3)
6,9,12-oktadekatrienowy y-linolenowy* 18:3(n-6)
5,8,11,14-ejkozatetraenowy arachidonowy* 20:4(n-6)

* - wazhiejsze niezkdne nienasycone kwasy ttuszczowe (NNKT)



Triacyloglicerole (TAG) s to estry kwasow tluszczowych oraz glicerolu (ghyecsy).

Ich struktue mazna przedstawiw postaci ogélnego wzoru (rys. 1). W naturalnytakszczach
TAG tworzg zwykle skomplikowane mieszaniny estrowemgch kwaséw ttuszczowych. Na
przyktad, z dwéch kwasow ttuszczowych: palmitynowegstearynowego, ne powsta 9
réznych triacylogliceroli. Natomiast z 10zdych kwasow ttuszczowych me powsta 1000
izomerow triacylogliceroli (wliczajc w to izomery optyczne).

ICHz-OCORl

R2CO.O-ICH

CH,-OCOR’

Rys. 1. Struktura triacyloglicerolu, gdzi¢®0-, RRCO- oraz RCO- odpowiadaj resztom

kwasowym.

Fosfolipidy to liczna grupa polarnych lipidow zamapcych estrowo zwgzary
reszt kwasu fosforowego. Zaliczagsdo niej kilka klas zwjzkdw znacznie rinigcych se
budowy. Fosfolipidy wystpuja we wszystkich organizmaclzywych, zwierzcych i
roslinnych, w wigkszych ilgciach w organach o szczegélnym znaczeniu takichmjékg lub
nasiona u rdin. Do fosfolipidéw zaliczamy m.in. fosfatydylochwy (PC), fosfatydylo-
etanoloaminy (PE), fosfatydyloseryny (PS) i fosthtpinozytole (PI) (rys. 2).

Fosfatydylocholiny, zwane inaczej lecytyreawierag w swej casteczce glicerol
zwigzany estrowo z dwiema resztami kwaséw ttuszczowlekcia grupa hydroksylowa jest
zestryfikowana kwasem fosforowym, ktory z koleitjewigzany z cholig.

Fosfolipidy odkryto najpierw w moézgu a ngstie w zottku jaj. Od jego greckiej
nazwy wywodzi sj zwyczajowa nazwa lecytyny. Lecytyna jest najciej wysepujacym
lipidem w membranach komérkowych w tkankach zwgeyzh i czsto jest take znaczcym
lipidem w tkankach rdinnych.

Lizofosfolipidy map tylko jedm reszt acylowy w czsteczce, generalnie w pozycji

sn1. Na przyktad lizofosfatydylocholina (rys. 2).
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Rys. 2. Struktury fosfolipidéw, gdzie'RO- oraz RCO- odpowiadaj resztom kwasowym.



R&norodnd¢ struktur zwizkow lipidowych odzwierciedla edorodndc¢ ich funkcji
w zywych organizmach. Lipidy polarneg sgtbwnymi skiadnikami bton komorkowych.
Funkcjonowanie wszystkich komaérek eukariotycznyahazane jest z selektywn zmienry
przepuszczalneia bton, ktére reguly poziom metabolitow w komorce i jej organellach.
Kazda komorka otoczona jest bipoddzielagca cytoplazng od srodowiska. Podobne btony
oddzielaj réwniez organelle komoérkowe od cytoplazmy. Biony cytoplatyezne
zbudowane $ gtownie z fosfolipidow i biatlek. Ponadto lipidys sgtobwnym materiatem
zapasowym w komorkach zwierch, rélinnych i bakteryjnych. Materialem zapasowym w

komdrkach eukariotycznychy $ipidy niepolarne - triacyloglicerole.

2. Skiad lipidow zottek jaj kurzych

Zottka jaj kurzych g znanym zrodiem lipidow m.in. fosfatydylocholiny i
triacylogliceroli [3]. Okoto 1/3 masyzoitka jaj stanowd lipidy. Gtownymi kwasami
ttuszczowymi wzoltku 3 kwasy oleinowy i palmitynowy, ale ich sklad protmmy we
frakcji TAG i frakcji fosfolipidow jest ra@ny. Triacyloglicerole zawierajokoto 53% kwasu
oleinowego, 25% palmitynowego, 9% linolowego i 8féasynowego, natomiast fosfolipidy
zawieray 43% oleinowego, 32% palmitynowego, 8% linoloweg®¥b stearynowego. Naig
pamktac, ze kompozycja kwasow ttuszczowych zaleod pokarmu, ktéry jedgz kury,

natomiast zawarté cholesterolu jest stata i wynosi okoto 5% masidt.

Tabela 2. Gtéwne klasy lipidonottek kurzych [3].

Klasa lipidéw Zawartosé (%)
lipidy niepolarne 61,7
cholesterol 4,8
fosfatydylocholina 24,5
lizofosfatydylocholina 0,8
fosfatydyloetanoloamina 5,0
lizofosfatydyloetanoloamina 0,7
sfingomielina 0,1




3. Analiza lipidéw

Metody analiz sktadnikow lipidowych zionych prébek naturalnych medoye
bardzo rénorodne tak jak wysgpujace w nich zwizki. Celem analizy jest uzyskanie
informacji o skiladzie prébki, czyli identyfikacjaopzczegdlnych skiadnikow a tak
oznaczenie ich ikei.

Analiza sktada siz kilku rownie istotnych etapéw. Pierwszym z njekt ekstrakcja
lipidow a nasgpnie, w wekszasci przypadkow, rozdziat na poszczegolne klasyazibw o
podobnej budowie i polardoi. Sktadniki kadej z wyizolowanych grup identyfikuje¢siv
oparciu o nowoczesne metody analitycznedzy innymi chromatografigazows i cieczow,
spektromets mas, spektroskopi magnetycznego rezonansgdijowego, spektroskopiw
podczerwieni. W niektérych przypadkach analizujeedistrakt bez wczaiejszego podziatu
na klasy zwigzkow.

Zanim zaczniemy anabzprébki lipidéw, najpierw musimy wyekstrahoga z
tkanki. Lipidy wyodebnia s¢ z tkanek poprzez ekstrakgozpuszczalnikami najegciej w
ukladzie ciecz-ciecz. Istnieje wiele zrych metod ekstrakcji lipidow z tkanek. Wybor
rozpuszczalnika i procedura ekstrakcji zaled tego, ktés frakcje lipidéw chcemy uzyska
oraz z jakiej tkankig ekstrahujemy. Lipidy niepolarne, takie jak na jxtag triacyloglicerole,
wystepuja zazwyczaj w tkance ttuszczowej,askmog by¢ z fatwaiciag wyekstrahowane.
Lipidy polarne tworz struktue bton komorkowych wraz z polisacharydami i biatkami
ktorymi g3 zwigzane i dlatego ich ekstrakcja jest trudniejszalipidéw niepolarnych. Aby
wyekstrahowa lipidy z tkanek naley znalez¢ taki rozpuszczalnik, ktory nie tylko rozpuszcza
lipidy, ale réwnig przetamie oddziatywania poguizy czsteczkami lipidow a innymi
sktadnikami komoérek. Do wyekstrahowania jedndoze lipidéw niepolarnych i polarnych
stosuje si mieszanig chloroformu i metanolu.

Rozpuszczalniki do ekstrakcji lipidow powinny dywiezo destylowane w szklanej
aparaturze bez jakichkolwiek smaréw (ngywanych do szliféw). W trakcie ekstrakcji
lipidow nalezy zachowd s$rodki ostranosci i unikaé kontaktu skory gk i twarzy z
rozpuszczalnikami. Mieszanina chloroformu z metanoliwywana do ekstrakcji lipidéw
powoduje natychmiastowe usuaie bariery lipidowej ze skory i bolesne pathinie.

Prébki lipiddow naley przechowywa w szklanych naczyniach. Lipidy
przechowywane w plastikowych pojemnikach absariplgstyfikatory zescianek pojemnika,

ktore przeszkadzaw dalszych analizach prébki lipidéw.



4. Metoda Folcha

Ekstrakty lipidow z tkanek zawiergjduwze ilosci nie-lipidowych zwgzkow
rozpuszczalnych w wodzie takich jak cukry, aminokwa inne. Substancje te mushy¢
usungte z probki przed rozpoeziem analiz. Stosuje gido tego celu prost metod
przemywania nazywanod nazwiska jej tworcy metgdrolcha [4]. Procedura ekstrakcji i
przemywania probki jest nggtujaca [5]:

- prébka tkanki jest homogenizowana z roztworenomrdibrm-metanol (2:1) w proporcji 1 g
tkanki na 20 ml roztworu rozpuszczalnikow,

- homogenizat jest filtrowany albo odwirowywany,

- uzyskany ekstrakt (20 ml) jest przemywany albayvalbo 0,9% wodnym roztworem NaCl
(4 ml), obgtos¢ roztworu soli wynosi 1/5 objosci ekstraktu lipidow,

- po rozdzieleniu faz usuwa e¢sigorry faze zawieragca wickszas¢ nie-lipidowych
zanieczyszcze dolna warstwa zawiera lipidy.

Efektywnag¢ przemywania zalyy od obecnéci soli mineralnych w surowym
ekstrakcie [4]. Obecri¢ soli zmienia podziat lipidow porgilzy dwie fazy i praktycznie
eliminuje lipidy z gornej warstwy. Niewiedk strat lipidow mazna zredukowa poprzez
zastosowanie roztworu soli zamiast wody do przenmyavakstraktu.

Doktadne procedury metody Folcha oraz jej modyfikaamieszczoneagsw wielu

publikacjach dotyczych ekstrakcji i analiz lipidéw.

5. Profil kwasow ttuszczowych

W lipidach kwasy ttuszczowe wygiuja w postaci estréw. Najprostszy sposob analizy
mieszaniny lipidow polega na uwolnieniu kwasow zmowych poprzez kwag lub
alkaliczrg hydroliz¢ i nastpnie na analizie sktadu kwasow tluszczowych. deikava i
ilosciowa kompozycja kwasow tluszczowych z lipidow nasazwe profilu kwaséw
ttuszczowych. Przed anadinalery wykona albo hydroliz lipiddw a nasfpnie uwolnione
kwasy tluszczowe zestryfikowa albo naley wykona transestryfikag. Jezeli
transestryfikag lipidow przeprowadzimy w bezwodnyndrodowisku w metanolu to
uzyskamy estry metylowe kwasow tluszczowych. Jestw. metanoliza. Jej produkty, estry
metylowe kwaséw ttuszczowych, memy tatwo analizowametod, chromatografii gazowe).

Profil kwasow ttuszczowych zottka jaj jest podany na rys. 1.



Estry ulegaj hydrolizie, czyli przemianie w kwasy [1]. Reakcjmoze by
katalizowana przez kwas:
RCOOR' +HO —Z——>  RCOOH +R'OH

lub przez zasad Hydroliza kwasowa jest realicjodwracalg. W warunkach hydrolizy
zasadowej kwas karboksylowy otrzymujemy w postagojsoli. Hydroliz lipidow wykonuje
sie zazwyczaj poprzez ogrzewanie probki lipidow z 1 wdztworem wodorotlenku
potasowego w 95% etanolu.

W trakcie ogrzewanie probki lipidow rozpuszczongj nadmiarze bezwodnego
metanolu w obecr$gi kwasnego katalizatora wolne kwasy ttuszczowe ulggagryfikacji:
RCOOH + CHOH —z——>  RCOOGH H.0,

za&s estry transestryfikacii:
RCOOR' + CHOH—z——>  RCOOGH R'OH.

W trakcie ogrzewanie probki lipidow rozpuszczongj nadmiarze bezwodnego
metanolu w obecrigi zasadowego katalizatora (na przyktad metanokouu) estry uleggj
transestryfikaciji:

RCOOR' + CHOH—z——>  RCOOGH R'OH,

natomiast wolne kwasy tluszczowe ninstych warunkach estryfikowane.
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Rys. 1. Chromatogram GC-FID estrow metylowych kwa#dszczowych wyizolowanych z
z0kka jaja kurzego. Kolumna kapilarna RTX-5 (fatacgonarna niepolarna), 30 x0,25
mm; 0,25um grubg¢ filmu fazy stacjonarnej. Analiza w warunkach pr@gowanej temp.
od 70 °C do 300 °C, narost 4°C/min.

6. Analiza kwasow tluszczowych metaglchromatografii gazowej

Kwasy ttuszczowesasnajczsciej analizowan, metod chromatografii gazowej (GC),
klasy lipidow. Aby poprawt ksztalt pikow i rozdzielcz@, kwasy ttuszczowe analizujegsiv
postaci estrow metylowych. \ksza¢ tych zwigzkow mazna analizowéa na kolumnach
kapilarnych z niepolagn fazg stacjonarn. Kolejnas¢ elucji niepolarnych zwazkéw z
kolumny o niepolarnej fazie stacjonarnej jest zgodnkolejndcia rosrgcych temperatur
wrzenia a tym samym mas asteczkowych. Obecidé wigzan podwojnych lub rozgakien
tancucha skraca czas elucji (rys. 1). Kolgjhoelucji estrow metylowych kwasow
ttuszczowych bdzie naspujaca: 16:1, 16:0, 18:3, 18:2, 18:1, 18:0.

W przypadku wysipowania probleméw z rozdzialem estréow metylowychagow
wielonienasyconych polecane jestycie kolumn o polarnej fazie stacjonarnej. Kolggo
elucji estrow metylowych kwasow tluszczowych nagpoej fazie stacjonarnej jest w zasadzie
zgodna z kolejngzia rosmcych mas cgsteczkowych estréow. Jednak obe@navigzan

podwojnych w tacuchach kwasow powoduje niewielki wzrost poldaidych estrow, czego
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efektem jest zwkszenie czasu retencji zgodnie z regute polarne zwizki eluup z
diuzszymi czasami retencji z polarnych kolumn. Zxki zawieragce wigzanie podwojne w
tancuchu g dtuzej zatrzymywane w polarnej fazie stacjonarnej zglgdu na oddziatywania
dipol-dipol pome¢dzy wigzaniem podwojnym a polagnfazg stacjonarg. Kolejnasé elucii
estrow metylowych kwasow ttuszczowychdzie nasfpujaca: 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2,
18:3.

Analizy ilosciowe metod chromatografii gazowej wykonuje ¢simetod, wzorca
wewretrznego. Metoda wzorca wewtnznego polega na dodaniu do probki dlogej,
doktadnie znanej ikei substancji wzorcowej, ktora nie wgptje w badanej probce
natomiast jej wiéciwosci fizykochemiczne gzblizone do wiaciwosci analitu. W przypadku
analiz kwasow tluszczowych, do prébki lipidéw daglap najczsciej rzadko wysipujace w
naturze nasycone kwasy tluszczowe o nieparzystepie atoméw wgla w faicuchach
(kwasy heptadekanowy, nonadekanowy lub trikozanowy}orzec wewetrzny powinien
przegé¢ t¢ samy procedug¢ wyodrebniania i spochadniania probki, co analit i dlatetpalaje
sic go do probki przed wykonaniem ekstrakcji. Stesujdo spochadniania lipidow
transestryfikag katalizowa zasadowo wybierzemy jako wzorzec wetvany weglowodor,
poniewa wolne kwasy ttuszczowe nig sstryfikowane w tych warunkach.

W analizach chromatograficznych substancje idekydi st za pomog detektoréw
jakosciowych takich jak spektrometr magdd identyfikuje s¢ zwigzki na podstawie ich
parametrow retencji. Najegciej poréwnuje si czas retencji analizowanej substancji z

czasem retencji substancji o znanej strukturze.
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