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c. Omówienie celu naukowego ww. prac i osiągniętych wyników wraz 

z omówieniem ich ewentualnego wykorzystania

Analityka kutykularnej i wewnętrznej frakcji lipidowej wybranych gatunków

owadów w poszukiwaniu związków aktywnych biologicznie

Wstęp

Zdolność  adaptacji  owadów  do  życia  w  niemal  każdych  warunkach  środowiskowych

sprawiła,  iż  zaliczają  się  one  do  najliczniejszej  grupy  świata  zwierzęcego.  Obecność  owadów  

w środowisku życia człowieka przejawia się cechami zarówno pozytywnymi, jak i negatywnymi.

Owady m. in. zapylają rośliny, oczyszczają ziemię z martwych, butwiejących resztek organicznych

czy  poprawiają  strukturę  gleby.  Odpowiadają  również  za  niszczenie  lasów,  upraw  

i produktów spożywczych oraz są wektorami groźnych chorób ludzi i zwierząt. 

Na powierzchni kutykuli owadów znajduje się wiele związków organicznych, których główną

funkcją  jest  zapobieganie  przed utratą  wody [1,  2],  a  także  ochrona przed infekcją,  którą mogą

wywoływać  mikroorganizmy  [3,  4].  Ułatwiają  one  także  chemiczną  komunikację  pomiędzy

owadami  [5,  6],  a  ich  skład  jest  źródłem  wielu  ciekawych  informacji  i  niejednokrotnie  był

wykorzystywany w chemotaksonomii owadów [4, 7]. Umownie, związki te nazywa się niezbyt ściśle

„lipidami” choć oprócz samych lipidów znajduje się tam wiele innych grup związków chemicznych,

w tym węglowodory, alkohole, aldehydy, ketony i inne. Podobnie jak lipidy kutykularne, tak i tzw.

lipidy wewnętrzne owadów pod względem chemicznym są związkami należącymi do różnych klas.

Stąd  też  w niniejszym opracowaniu  stosowana będzie  ta  entomologiczna  terminologia  opisująca

frakcje  tych  związków chemicznych  mając  wszakże  na  uwadze  jej  daleko  idącą,  systematyczną

nieścisłość. 

Analityka chemiczna związków pobieranych z pożywieniem lub wytwarzanych przez owady

jest  bardzo  ważnym aspektem,  który  może  być  wykorzystany  do opracowywania  biologicznych

metod walki ze szkodliwymi owadami. Informacje uzyskane w trakcie tych analiz mogą być także

wykorzystywane do poszukiwania związków organicznych, które wykazują aktywność biologiczną,
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przede  wszystkim przeciwgrzybiczą  lub  przeciwbakteryjną.  Z  reguły  pierwszym etapem procesu

analitycznego  frakcji  lipidowych  owadów  jest  analiza  grupowa,  która  wykorzystuje  następujące

techniki:  chromatografię  cieczową  kolumnową  (LC),  wysokosprawną  chromatografię  cieczową

(HPLC) i preparatywną chromatografię cienkowarstwową (TLC) [8-12]. Następnie, uzyskane w ten

sposób poszczególne frakcje związków analizowane są technikami GC i GC/MS [13-15]. W celu

analizy  lotnych  związków  organicznych  można  zastosować  technikę  SPME-GC/MS,  natomiast

frakcję nielotną zwykle analizuje się techniką MALDI lub LC/MS [16-19]. 

Owady wytworzyły specyficzne mechanizmy obronne przeciwko ich naturalnym wrogom.  

Z  kolei  mikroorganizmy  atakujące  owady  posiadają  wiele  tzw.  czynników  wirulentnych,

pozwalających  na  opanowanie  organizmu  owada.  Poznanie  tych  zależności  ma  duże  znaczenie  

w opracowaniu biologicznych metod zwalczania owadów, które są szkodnikami upraw. Badania te

głównie skupiają  się na poznaniu potencjału naturalnych wrogów owadów, tj.  grzybów, bakterii,

wirusów  i  nicieni.  Do  arsenału  środków  praktycznie  stosowanych  w  ograniczaniu  liczebności

populacji szkodników upraw wprowadzone zostały grzyby i bakterie owadobójcze. Grzyby atakujące

owady  pochodzą  z  różnych  grupa  taksonomicznych  i  mają  bardzo  szeroki  zasięg  działania.  

W związku z tym warto zwrócić  uwagę na to  w jaki  sposób porażają  swoje  ofiary.  Ważne  jest

również,  aby  poznać  bariery  obronne wykształcone  przez  owady  oraz  zmiany  wywołane  w ich

organizmach  przez  infekcję  grzybiczą.  Dysponując  takimi  informacjami  można  ustalić  warunki,

które  pomogłyby  wykorzystać  grzyby  jako  bioinsektycydy.  Z  drugiej  strony  można  także

wykorzystać  zidentyfikowane  związki  pochodzenia  owadziego  w  medycynie  jako  środki

przeciwgrzybicze lub przeciwbakteryjne. Prace zestawione w niniejszym osiągnięciu habilitacyjnym

wpisują się w trend tego typu badań, pogłębiając wiedzę na temat chemii i biochemii owadów, ich

naturalnych wrogów oraz mechanizmów ich wzajemnego oddziaływania. Intencją autora cyklu było

znalezienie  choć części  odpowiedzi  na  nurtujące  nas  współcześnie  pytania  zarówno z dziedziny

patologii owadów, jak i praktycznego wykorzystania ich charakterystyki chemicznej. 

1. Opis osiągnięcia naukowego

W skład  cyklu  habilitacyjnego  wchodzi  14  oryginalnych  publikacji  naukowych  oraz  dwie

prace  przeglądowe.  Dotyczą  one  analityki  kutykularnych  i  wewnętrznych  frakcji  lipidowych  

8  gatunków  owadów  oraz  aktywności  przeciwgrzybiczej  i  przeciwbakteryjnej  zarówno  całych

frakcji,  jak i  wybranych,  zidentyfikowanych związków. Analizie  poddane były dorosłe  osobniki  

z podziałem na samce i samice, a także larwy, poczwarki oraz wylinki owadów. Obiektem badań

było  5  gatunków  padlinożernych  muchówek  (Calliphora  vicina,  Calliphora  vomitoria,  Lucilia

sericata,  Sarcophaga  carnaria,  Musca  domestica),  wylinki  Dendrolimus  pini,  wydzielina
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Forcipomyia nigra  i ciało tłuszczowe larw i poczwarek  Zophobas atratus.  Wszystkie muchówki  

i  larwy  D.  pini zostały  wyhodowane  i  zidentyfikowane w  Instytucie  Parazytologii  PAN  

w  Warszawie,  natomiast  larwy  F.  nigra otrzymano  z  Katedry  Zoologii  Bezkręgowców  

i  Parazytologii Wydziału  Biologii  Uniwersytetu  Gdańskiego,  a  Z.  atratus  otrzymano  z Zakładu

Fizjologii  i  Biologii  Rozwoju  Zwierząt  Wydziału  Biologii  Uniwersytetu  Adama  Mickiewicza  

w Poznaniu. Prace przeglądowe dotyczyły metod analizy związków organicznych biosyntezowanych

przez owady. 

W celu  identyfikacji  i  analiz  ilościowych  związków obecnych na  powierzchni  i  wewnątrz

owadów  wykonano  ekstrakcję  rozpuszczalnikową.  Otrzymane  w  ten  sposób  ekstrakty  były

rozdzielane  na  grupy związków metodą  wysokosprawnej  chromatografii  cieczowej  z  laserowym

detektorem fotodyspersyjnym (HPLC-LLSD). Należy przy tym zaznaczyć, iż zastosowanie tego typu

detektora  do  analizy  grupowej  frakcji  lipidowych  owadów  było  rozwiązaniem  pionierskim  

w  przypadku  tego  typu  analitów.  Analizy  jakościowe  i  ilościowe  frakcji  lipidowych  były

przeprowadzone  z  wykorzystaniem  chromatografii  gazowej  (GC)  oraz  chromatografii  gazowej

połączonej  ze  spektrometrią  mas  (GC/MS).  Część  związków  była  identyfikowana  w  postaci

natywnej (np. węglowodory i estry metylowe kwasów tłuszczowych), a niektóre grupy związków 

w postaci  odpowiednich  pochodnych (np.  kwasy tłuszczowe i  alkohole).  W wyniku analiz  GC  

i  GC/MS  wyekstrahowanych  frakcji  lipidowych  stwierdzono  obecność  różnorodnych  związków

chemicznych.  Aby  stwierdzić,  które  z  nich  chronią  owady  przed  infekcjami  grzybiczymi  

i bakteryjnymi dokonano analizy wpływu związków owadzich na wzrost bakterii i grzybów. Warto

przy  tym dodać,  iż  wszystkie  rezultaty  analiz  przedstawione w cyklu,  zarówno co do badanych

gatunków,  jak  i  identyfikowanych  związków,  mają  charakter  wybitnie  pionierski  i  póki  co  są

jedynymi tego typu wynikami w literaturze światowej.

2. Przygotowanie próbek do analiz
Ze  względu  na  to,  że  frakcje  lipidowe  owadów  charakteryzują  się  dużą  różnorodnością

chemiczną występujących tam związków, a co za tym idzie dużą rozpiętością ich polarności,  we

wszystkich badaniach przedstawionych w cyklu habilitacyjnym zastosowano ekstrakcję sekwencyjną

z użyciem eteru naftowego i dichlorometanu.  Typowa procedura ekstrakcji zapewniająca wstępne

rozdzielenie  grup  związków  została  przedstawiona  na  rysunku  1.  Krótkie  ekstrakcje  eterem

naftowym,  a  następnie  dichlorometanem  pozwalają  na  wyodrębnienie  związków  kutykularnych,

natomiast w wyniku długiej ekstrakcji dichlorometanem wydzielono związki wewnętrzne owadów. 
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Rys. 1. Schemat ekstrakcji frakcji lipidowych owadów

Podczas ekstrakcji frakcji lipidowych z wylinek D. pini, z całych owadów F. nigra i z ciała

tłuszczowego  Z.  atratus, ze  względu  na  innych  charakter  matrycy,  zastosowano  inny  sposób

ekstrakcji niż w przypadku kutykularnych i wewnętrznych frakcji lipidowych pozostałych owadów.

Ekstrakcja  wylinek  D. pini [H1] polegała  na zastosowaniu tylko dwóch rozpuszczalników (eteru

naftowego i dichlorometanu), ponieważ w tym przypadku nie były ekstrahowane wewnętrzne frakcje

lipidowe. Ze względu na małe rozmiary owadów F. nigra [H6] przeprowadzono ekstrakcję całych

owadów wyłącznie dichlorometanem. Do ekstrakcji  ciała  tłuszczowego  Z. atratus [H15] również

zastosowano  ten  rozpuszczalnik,  ponieważ  w  przypadku  tego  owada  nie  były  analizowane

kutykularne frakcje lipidowe. 
Otrzymane ekstrakty były z reguły rozdzielane na poszczególne grupy związków. Do tego

celu  zastosowano  HPLC  z  aerozolowym  detektorem  promieniowania  rozproszonego  (LLSD).

Rozdzielenia wykonywane były za pomocą analitycznej kolumny Econosil Silica 5 m (=4,6 mm 

i  l=250  mm).  Jako  fazę  ruchomą  stosowano  eter  naftowy  (rozpuszczalnik  A)  i  dichlorometan  

z dodatkiem 15% acetonu (rozpuszczalnik B). Zastosowano liniową zmianę składu fazy ruchomej od

składu A do B w ciągu 30 minut.  Otrzymane w ten sposób poszczególne grupy związków były

przeprowadzane  w  pochodne  trimetylosililowe  i  analizowane  techniką  GC/MS.  Analiza  frakcji

lipidowych  owadów  polegała  na  identyfikacji  oraz  określaniu  ilościowym  poszczególnych

związków. Schemat analizy tych frakcji przedstawiono na rysunku 2.
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Rys. 2. Procedura analizy frakcji lipidowych owadów

3. Identyfikacja związków chemicznych we frakcjach lipidów owadów
Identyfikację  związków we  frakcjach  lipidowych  owadów dokonano  na  podstawie  czasów

retencji,  charakterystycznych  widm  mas  oraz  poprzez  porównanie  otrzymanych  widm  mas  

z  widmami  w  bibliotece  widm.  Dodatkowo,  podczas  identyfikacji  nietypowych  dla  owadów

związków wykonano koiniekcję  frakcji  lipidowych z odpowiednimi wzorcami.  W analizowanych

gatunkach  owadów zidentyfikowano  następujące  grupy związków:  kwasy tłuszczowe,  alkohole,  

n-alkany, estry, sterole oraz nietypowe dla owadów związki organiczne należące do różnych grup.

Nasycone  kwasy  tłuszczowe  były  identyfikowane  na  podstawie  charakterystycznych  jonów

pochodzących od pochodnych trimetylosililowych o  m/z 73,  117, 129, 132, 145, [M-15]+ i  [M]+.

(Rys. 3). Do analizy kwasów tłuszczowych w lipidach L. sericata zastosowano skanowanie w całym

zakresie  mas  -  TIC (Total  Ion  Current),  jak  również  tryb  SIM (Selected  Ion  Monitoring)  [H3].

Technika  ta  jest  szczególnie  przydatna  do  identyfikacji  związków  występujących  w  szeregu

homologicznym.  Mogą  być  w  ten  sposób  analizowane  poszczególne  jony  molekularne  lub

charakterystyczne jony fragmentacyjne, np. kwasów tłuszczowych.
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Rys. 3. Widmo mas kwasu oktadekanowego (pochodna trimetylosililowa - TMS)

Jeżeli  w  kwasach  tłuszczowych  obecne  są  miejsca  nienasycenia,  widma  mas  stają  się  mniej

charakterystyczne,  zwłaszcza  gdy  w  danym  związku  obecnych  jest  kilka  miejsc  nienasycenia  

(Rys. 4). 
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Rys. 4. Widmo mas kwasu oktadekadienowego (C18:2) (pochodna trimetylosililowa - TMS)

Alkohole  były  identyfikowane  na  podstawie  charakterystycznych  widm mas  trimetylosililowych

pochodnych zawierających jony o m/z 73, 103 i [M-15]+ (Rys. 5). 
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Rys. 5. Widmo mas oktadekanolu (pochodna trimetylosililowa - TMS)

Na widmach mas n-alkanów obecne są jony o m/z 57, 71, 85, 99 oraz [M]+. (Rys. 6). Podobnie jak 

w analizie kwasów tłuszczowych L. sericata, do analizy n-alkanów tego gatunku owada zastosowano

tryb TIC, jak również SIM [H4].
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Rys. 6. Widmo mas heptakozanu

Estry metylowe kwasów tłuszczowych były identyfikowane na podstawie jonów o m/z 74, 87 oraz

[M]+. (Rys. 7). Widma mas nienasyconych estrów metylowych, podobnie jak nienasyconych kwasów

karboksylowych są  mniej charakterystyczne, przez co ich identyfikacja jest utrudniona (Rys. 8).
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Rys. 7. Widmo mas estru metylowego kwasu oktadekanowego
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Rys. 8. Widmo mas estru metylowego kwasu oktadekenowego

Sterole  były  identyfikowane  na  podstawie  charakterystycznych  jonów  trimetylosililowych

pochodnych. Przykładowe widmo mas β-sitosterolu przedstawione jest na rysunku 9. Dzięki temu,

że sterole posiadają różne masy cząsteczkowe i różne czasy retencji identyfikacja tych związków jest

jednoznaczna.
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Rys. 9. Widmo mas β-sitosterolu (pochodna trimetylosililowa - TMS)

W kwasach  tłuszczowych  L.  sericata [H3]  i  C.  vicina [H7]  określano  położenie  miejsc

nienasycenia.  W tym celu  kwasy  tłuszczowe  przeprowadzono  w  odpowiednie  estry  metylowe,  

a następnie przeprowadzono reakcję z disiarczkiem dimetylu i otrzymano pochodną przedstawioną

na rysunku 10. Fragmentacja takich związków pozwala jednoznacznie określić miejsce położenia

podwójnego wiązania.

217
SCH3

SCH3 O

OCH3

173

Rys. 10. Pochodna kwasu oktadekenowego i jej widmo mas
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We frakcjach lipidowych C. vicina, C. vomitoria, S. carnaria i M. domestica zidentyfikowano

12  związków  nietypowych  dla  owadów:  kwas  azelainowy,  kwas  fenylooctowy,  kwas

fenylopropionowy,  kwas  sebacynowy,  kwas  2-metylo-2-hydroksybutanowy,  2,4-dekadienal,  octan

tokoferolu [H13], uracyl, 9-trikozen, monooleinian glicerolu, ester dimetylowy kwasu suberynowego

i  ester  butylowy kwasu stearynowego [H16].  W ciele  tłuszczowym  Z.  atratus zidentyfikowano  

6 nietypowych dla owadów estrów: ester decylowy kwasu oktanowego (FADE C8:0), ester etylowy

kwasu heksadekanowego (FAEE C16:0), ester etylowy kwasu oktadekenowego (FAEE C18:1), ester

decylowy kwasu oktanowego (FADDE C8:0), ester etylowy kwasu oktadekanowego (FAEE  C18:0)

i ester tetradecylowy kwas oktanowego (FATDE C8:0) [H15]. We frakcji lipidowej wylinek D. pini

zidentyfikowano  tylko  jeden  nietypowy  związek  -  kwas  dehydroabietynowy  [H1].  Identyfikacja

wszystkich nietypowych dla owadów związków polegała na interpretacji charakterystycznych widm

mas i przeprowadzeniu koiniekcji frakcji lipidowej z odpowiednim wzorcem. Przykładowo, rysunek

11 przedstawia TIC otrzymany w wyniku analizy frakcji lipidowej, TIC koiniekcji frakcji lipidowej

ze  wzorcem oraz  widmo mas  kwasu  fenylopropionowego.  W taki  sam sposób  zidentyfikowano

pozostałe, nietypowe dla owadów związki. 
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Rys. 11. Identyfikacja kwasu fenylopropionowego

4. Skład frakcji lipidowych owadów

W  kutykularnych  i  wewnętrznych  frakcjach  lipidowych  ośmiu  gatunków  owadów

zidentyfikowano kwasy tłuszczowe, n-alkany, estry, alkohole, sterole i inne związki nietypowe dla

owadów. 

4.1. Kwasy tłuszczowe

Zazwyczaj  we  frakcjach  lipidowych  owadów  identyfikowane  są  kwasy  tłuszczowe

zwierające od 8 do 26 atomów węgla w łańcuchu, zarówno nasycone, jak i nienasycone zawierające

jedno, dwa lub trzy podwójne wiązania [20-25]. Związki te były zidentyfikowane w uzyskanych

ekstraktach następujących gatunków owadów:

- D. pini (larwy, poczwarki [H1]),

- L. sericata (larwy i poczwarki [H14], samice i samce [H3]), 

- F. nigra (larwy [H6]),

- C. vicina (larwy i poczwarki [H7]), 

- C. vomitoria (larwy, poczwarki, samce i samice [H8]),

- S. canaria (larwy, poczwarki, samce i samice [H11]),

- Z. atratus (larwy i poczwarki [H15]).

Dendrolimus pini

W publikacji  nienależącej do cyklu habilitacyjnego [26] analizowano kutykularne kwasy

tłuszczowe larw D. pini. Zidentyfikowano tylko 5 kwasów tłuszczowych: 2 nasycone (C16:0, C18:0)

i 3 nienasycone (C18:1, C18:2 i C18:3). Związki te są typowe dla owadów [27-30] z wyjątkiem

C18:3,  który  występuje  tylko  w  niektórych  gatunkach.  Ciekawy  jest  fakt,  iż  w  wylinkach  tego

gatunku owadów zidentyfikowano zupełnie inne, nietypowe kwasy tłuszczowe [H1].  W wylinkach

larwalno-larwalnych i  larwalno-poczwarkowych zidentyfikowano  odpowiednio  27  i  26  kwasów  

od C8:0 do C34:0. Wszystkie zidentyfikowane kwasy są nasycone. Kwas C23:0 obecny w wylinkach

larwalno-larwalnych  nie  był  zidentyfikowany  w wylinkach  larwalno-poczwarkowych.  Zarówno  

w wylinkach  larwalno-larwalnych,  jak  i  w wylinkach  larwalno-poczwarkowych  w największych
13
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ilościach  zidentyfikowane  były  C20:0,  C22:0,  C26:0,  C28:0,  C30:0  i  C32:0.  Obecność  kwasów

tłuszczowych  we frakcjach  lipidowych  owadów jest  typowa,  choć  kwasy zawierające  powyżej  

26 atomów węgla, a zwłaszcza o nieparzystej liczbie atomów węgla są nietypowe. W przypadku

wylinek D. pini zidentyfikowano kwasy tłuszczowe zawierające powyżej 26 atomów węgla. Funkcja

tych  związków  w  wylinkach  tych  owadów  pozostaje  nieznana,  choć  mogą  wykazywać  one

właściwości przeciwgrzybicze. Owady zrzucając wylinki przechodzą z jednego stadium larwalnego

w drugie lub gdy następuje przeobrażenie stadium larwalnego w stadium poczwarki. Metamorfoza

owadów, oprócz gruntownej przebudowy organizmu, jest również naturalnym procesem pozbywania

się  szkodliwych mikroorganizmów z powierzchni  owadów, a  obecność tak dużej  liczby kwasów

tłuszczowych może dodatkowo zapobiegać infekcjom grzybiczym. 

Lucilia sericata

Kwasy  tłuszczowe  zostały  zidentyfikowane  we  frakcjach  lipidowych  larw  i  poczwarek

[H14]  oraz  samców  i  samic  L.  sericata [H3].  Larwy  posiadają  15  kutykularnych  kwasów

tłuszczowych od C8:0 do C20:5 oraz 26 wewnętrznych kwasów tłuszczowych od C6:0 do C26:0.  

W największej  ilości na powierzchni  kutykuli  występowały:  C14:0 (6,4%), C16:1 (6,0%), C16:0

(31,8%),  C18:1  (42,8%)  i  C18:0  (8,3%).  Na  uwagę  zasługuje  fakt,  iż  stwierdzono  obecność

kutykularnych kwasów o 20 atomach węgla w łańcuchu zawierających 4 i 5 miejsc nienasycenia,

które  występują  w śladowych  ilościach.  Te  dwa związki  w wewnętrznych  frakcjach  lipidowych

znajdują się w znacznie większych ilościach i stanowią odpowiednio 1,4 i 0,5%.  Wewnątrz larw  

w największej ilości występowały: C14:0 (1,0%), C16:1 (15,4%), C16:0 (20,5%), C18:1 (56,9%),

C18:0  (1,2%)  i  C20:5  (1,4%).  Poczwarki  zawierają  24  kutykularne  i  21  wewnętrzne  kwasy

tłuszczowe. Spośród kutykularnych kwasów tłuszczowych w największych ilościach występowały

C14:0  (1,6%),  C16:1  (7,0%),  C16:0  (19,5%),  C18:1  (60,0%)  i  C18:0  (8,3%),  natomiast  

w  wewnętrznej  frakcji  lipidowej  w  największych  ilościach  były  obecne C16:1  (16,0%),  C16:0

(29,5%), C18:1 (45,6%), C18:0 (1,9%), C20:5 (3,2%) i C20:4 (1,1%). Podobnie jak we frakcjach

lipidowych  larw,  we  frakcjach  lipidowych  poczwarek  obecne  są  kwasy  o  20  atomach  węgla

zawierające  4  i  5  miejsc  nienasycenia.  Zidentyfikowano  znacznie  mniejsze  ilości  kutykularnych

kwasów tłuszczowych w porównaniu do kwasów wewnętrznych.  Na powierzchni kutykuli samic  

i samców zidentyfikowano kwasy tłuszczowe zawierające od 6 do 20 atomów węgla. Obecne były

również  kwasy  o  20  atomach  węgla  zawierające  4  i  5  miejsc  nienasycenia.  Do  nietypowych

związków obecnych w kutykularnych frakcjach lipidowych samców i samic można zaliczyć kwasy

tłuszczowe o nieparzystej liczbie atomów węgla (C7:0, C9:0, C11:0, C15:0 i C17:0). Te nietypowe

związki  występują  w  niewielkich  ilościach  (od  śladowych  ilości  do  3,6%).  Znacznie  więcej
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zidentyfikowano  wewnętrznych  kwasów  tłuszczowych.  Kwasy  wewnętrzne  samic  i  samców

zawierają od 6 do 26 atomów węgla w łańcuchu. W wewnętrznej frakcji lipidowej zidentyfikowano

nienasycony kwas tłuszczowy o nieparzystej  liczbie  atomów węgla C17:1 oraz kwasy nasycone

zawierające 22, 24 i 26 atomów węgla w łańcuchu,  których nie było w kutykularnych frakcjach

lipidowych. Zidentyfikowano 15 kutykularnych kwasów tłuszczowych u samców, a w największych

ilościach występowały kwasy z parzystą liczbą atomów węgla: C16:1 (10,3%) C16:0 (29,4%), C18:1

(40,6%)  i  C18:0  (6,7%).  Z  kolei  spośród  wykrytych  u  samców  21  wewnętrznych  kwasów

tłuszczowych w największych ilościach występowały C16:1 (14,7%), C16:0 (19,5%), C18:1 (57,4%)

i C20:0 (4,2%). Charakterystyczne tylko dla wewnętrznych frakcji lipidowych samców były: C17:1,

C18:2,  C19:0,  C20:1,  C20:0,  C22:0,  C24:0 i  C26:0, natomiast kwasy  C10:0 i  C11:0 występowały

tylko  w  kutykularnych frakcjach  lipidowych.  Zidentyfikowano  16  kutykularnych  kwasów

tłuszczowych samic, a w największej  ilości występowały: C16:1 (15,2%), C16:0 (31,8%), C18:1

(25,0%)  i  C18:0  (8,0%).  Zidentyfikowane  również  zostały  24  wewnętrzne  kwasy  tłuszczowe  

u samic, a w największej ilości były obecne: C16:1 (17,5%) C16:0 (21,0%), C18:1 (53,2%) i C20:5

(4,0%).  Charakterystyczne  dla  wewnętrznych  frakcji  lipidowych  samic  były  następujące  kwasy:

C14:1, C17:1, C17:0, C18:2, C19:0, C20:1, C22:0, C24:0 i C26:0, natomiast kwas C11:0 występuje

tylko w kutykularnych ekstraktach. 

Forcipomyia nigra

Analizowany  był  skład  wydzieliny  pobranej  bezpośrednio  ze  szczecin  larw F.  nigra

hodowanych  w  temperaturze  5  i  20  °C  [H6].  Określono  również  skład  kwasów  tłuszczowych

znajdujących się na powierzchni i wewnątrz larw, a także skład tych związków w podłożu, na którym

te  owady  żyją  [H6].  Porównując  skład  wydzieliny  larw  hodowanych  w  temperaturze  

5 i 20 °C można stwierdzić, że zawartości kwasów zawierających 16 i 18 atomów węgla w łańcuchu

są najwyższe, natomiast zawartości kwasów od C7:0 do C12:0 są znacznie niższe. W wydzielinie

larw  hodowanych  w  temp.  5  °C  obecne  są  3  kwasy  występujące  w  śladowych  ilościach,  

a w wydzielinie larw hodowanych w temp. 20 °C obecnych jest 5 kwasów o zawartości do 2,9%.

Analiza  frakcji  lipidowych  pochodzących  z  całych  owadów  (z  powierzchni  i  z  wnętrza  larw)

wykazała dodatkowo obecność kwasu zawierającego 5 atomów węgla. W podłożu zidentyfikowano

tylko 6 kwasów od C14:0  do C18:0,  które  występują  w największych ilościach  w wydzielinie  

ze  szczecin  larw F.  nigra.  Wśród  kwasów,  które  zidentyfikowano  w wydzielinie  larw F.  nigra

hodowanych w 5 i 20 °C zidentyfikowano 3 nienasycone kwasy tłuszczowe (C16:1, C18:1 i C18:2)

oraz 2 kwasy z nieparzystą liczbą atomów węgla w łańcuchu (C7:0 i C9:0). 
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Calliphora vicina

W kutykularnych frakcjach lipidowych larw C. vicina zidentyfikowano 24 kwasy tłuszczowe

od C8:0 do C24:0, natomiast wewnętrzne frakcje lipidowe zawierają 26 kwasów od C6:0 do C22:0

[H7]. Zidentyfikowano 15 nasyconych i 9 nienasyconych kutykularnych kwasów larw, a w  skład

wewnętrznych frakcji lipidowych tego stadium wchodzi 16 nasyconych i 10 nienasyconych kwasów

tłuszczowych. W największych ilościach występują następujące kutykularne kwasy: C16:1 (19,7%),

C16:0 (18,6%), C18:2 (0,9%), C18:1 (45,6%) i C18:0 (8,5%), natomiast w wewnętrznych frakcjach

lipidowych wykryto: C14:0 (6,6%) C16:1 (23,2%), C16:0 (13,6%), C18:1 (53,6%) i C18:0 (1,5%).

Spośród  głównych  kwasów  tłuszczowych,  kwas  C18:2  był  obecny  tylko  w  ekstraktach

kutykularnych,  a  kwas  C14:0,  stanowiący  aż  6,8%  w  wewnętrznych frakcjach  lipidowych,  

w kutykularnych  frakcjach  larw stanowił  tylko 0,3%. Na powierzchni  kutykuli  i  wewnątrz  larw

zidentyfikowano odpowiednio 4 i 6 kwasów zawierających 20 atomów węgla, a w największych

ilościach  występowały  C20:5  i  C20:4.  W  kutykularnych  ekstraktach  poczwarek  C.  vicina

zidentyfikowano 32 kwasy tłuszczowe od C6:0 do C26:0,  natomiast wewnętrzne  frakcje lipidowe

zawierają tylko 21 kwasów od C7:0 do C26:0 [7]. Na powierzchni kutykuli poczwarek znajduje się

18 nasyconych i  14 nienasyconych kwasów, natomiast wewnątrz tego stadium zidentyfikowano  

15 nasyconych i  6 nienasyconych kwasów tłuszczowych. Skład głównych kwasów tłuszczowych

larw  i  poczwarek  jest  podobny:  na  powierzchni  kutykuli  poczwarek  w  największych  ilościach

występują C16:1 (16,4%), C16:0 (19,3%), C18:2 (6,9%), C18:1 (41,6%) i C18:0 (8,6%), natomiast

w  wewnętrznych  frakcjach  lipidowych:  C14:0  (5,2%),  C16:1  (18,2%),  C16:0  (24,2%),  C18:1

(40,9%) i  C18:0 (4,8%). Podobnie do larw, we frakcjach lipidowych poczwarek kwas C18:2 był

obecny  był  tylko  na  kutykuli  owadów,  natomiast  kwas  C14:0  stanowiący  5,2%  kwasów

wewnętrznych,  w  kutykularnych  frakcjach  lipidowych  stanowił  2,4%.  We  frakcjach  lipidowych

poczwarek  zidentyfikowano  6  kutykularnych  i  2  wewnętrzne  kwasy  tłuszczowe  zawierające  

20 atomów węgla.  W kutykularnych frakcjach  lipidowych były to  kwasy:  C20:5,  C20:4,  C20:3,

C20:2,  C20:1  i  C20:0,  natomiast  w  wewnętrznych  frakcjach  lipidowych  zidentyfikowano  tylko

C20:5 i C20:4.

Calliphora vomitoria

Analizowano skład kutykularnych i wewnętrznych kwasów tłuszczowych larw, poczwarek,

samców  i  samic  C.  vomitoria [H8].  Zidentyfikowano  24  kutykularne  kwasy  tłuszczowe  larw  

i  23 kutykularne kwasy poczwarek. Głównymi kutykularnymi kwasami larw były  C12:0 (1,3%),

C14:0  (4,5%),  C16:1  (30,1%),  C16:0  (25,7%),  C18:2  (2,8%),  C18:1  (22,1%)  i  C18:0  (9,2%).

Pozostałe  kwasy  tłuszczowe  występowały  w  znacznie  mniejszych  ilościach.  W  kutykularnych
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frakcjach lipidowych larw zidentyfikowano 4 kwasy zawierające 20 atomów węgla: C20:5, C20:4,

C20:1  i  C20:0,  a  zawartości  każdego z  nich  wynosiły  poniżej  1  %.  W największych ilościach  

w kutykularnych  frakcjach lipidowych  poczwarek występowały następujące kwasy: C14:0 (4,5%),

C16:1  (27,3%),  C16:0  (23,6%),  C18:2  (2,4%),  C18:1  (37,2%) i  C18:0  (1,9%).  Podobnie  jak  w

ekstraktach  lipidowych  larw,  pozostałe  kwasy  tłuszczowe  poczwarek występowały  w  znacznie

mniejszych ilościach. W kutykularnych  frakcjach lipidowych poczwarek zidentyfikowano 3 kwasy

zawierające 20 atomów węgla: C20:5, C20:4 i C20:0, a ich zawartości wynosiły również poniżej  

1  %. W  kutykularnych  frakcjach  lipidowych samców  i  samic  zidentyfikowano  odpowiednio  

25 i 24 kwasy tłuszczowe.  W największych ilościach u samic i samców występowały następujące

kutykularne kwasy: C14:0 (1,8% samce; 1,7% samice), C16:1 (47,9% samce; 28,9% samice), C16:0

(19,3%  samce;  25,1%  samice),  C18:2  (2,2%  samce;  6,4%  samice),  C18:1  (22,5%  samce;  

30,9% samice)  i  C18:0  (1,6% samce;  2,6% samice)  oraz  C20:5  (1,9% samce;  1,7% samice).  

Na powierzchni kutykuli  samców i samic obecne są po 3 kwasy zawierające 20 atomów węgla:

C20:5,  C20:4  i  C20:0,  a  ich  zawartości  wynoszą  od  śladowych  ilości  do  1,9%.  We  frakcjach

lipidowych samców zidentyfikowano kwasy C24:0 i C15:1, które nie były obecnie w na powierzchni

kutykuli  samic.  Z  kolei  w  kutykularnych  frakcjach  lipidowych samic  obecny  był  kwas  C21:0,

którego nie zidentyfikowano na kutykuli samców.

Na  powierzchni  kutykuli  i  wewnątrz larw,  poczwarek,  samców  i  samic  w  największych

ilościach występują następujące kwasy tłuszczowe: C14:0,  C16:1,  C16:0,  C18:2,  C18:1 i  C18:0.

Procentowa zawartość kwasu C16:1 obecnego wewnątrz larw jest znacznie wyższa niż we frakcjach

lipidowych poczwarek,  natomiast  zawartość  kwasów  C16:0  i  C18:1  jest  wyższa  we  frakcjach

lipidowych poczwarek w porównaniu z frakcjami lipidowymi larw. Wewnątrz larw zidentyfikowano

4 kwasy tłuszczowe o 20 atomach węgla (C20:5, C20:4, C20:1 i C20:0), a wewnątrz poczwarek

obecnych  jest  5  takich  związków (C20:5,  C20:4,  C20:3,  C20:1  i  C20:0).  U dorosłych  owadów

stwierdzono  znaczne  różnice  w  składzie  wewnętrznych  kwasów tłuszczowych  samic  i  samców.

Wewnątrz  samców procentowa zawartość  kwasów C16:1  i  C18:1  jest  wyższa  niż  we  frakcjach

lipidowych samic, natomiast zawartość kwasu C16:0 jest wyższa we  frakcjach lipidowych samic.

Wewnątrz samców zidentyfikowano 5 kwasów tłuszczowych o 20 atomach węgla (C20:5, C20:4,

C20:3, C20:1 i C20:0), a wewnątrz samic tylko 3 (C20:5, C20:4 i C20:0).

Sarcophaga carnaria

W ekstraktach kutykularnych larw, poczwarek, samców i samic S. carnaria zidentyfikowano

28 kwasów karboksylowych, zarówno nasyconych, jak i nienasyconych od C7:0 do C26:0 [H11].

Związki te były głównymi składnikami kutykularnych  frakcji lipidowych S. carnaria i stanowiły  
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ok.  70%  związków  kutykularnych  larw,  ok.  97%  związków  kutykularnych  poczwarek  

i  odpowiednio,  ponad  85%  i  92%  związków  kutykularnych  samców  i  samic.  We  frakcjach

lipidowych wszystkich  stadiów  rozwojowych  zidentyfikowano  największe  ilości  kwasu

oktadekenowego (C18:1). Zawartość tego związku wynosiła dla larw, poczwarek, samców i samic

odpowiednio:  44, 146, 924 i 1052 µg/g owada. Na powierzchni samców i samic zidentyfikowano

dwa wielonienasycone kwasy C20:5 i C20:4, a w ekstraktach poczwarek tylko C20:4, natomiast  

w kutykularnych  frakcjach lipidowych larw nie zidentyfikowano tych związków.  Zidentyfikowano

również 27 wewnętrznych kwasów karboksylowych larw, poczwarek, samców i samic S. carnaria,

które  zawierały  od  9  do  27  atomów  węgla  w  cząsteczce  [H11].  Wśród  wewnętrznych  kwasów

karboksylowych  w  największych  ilościach  występował  kwas  C18:1.  Zawartość  tego  związku

wynosiła  dla  larw,  poczwarek,  samców i  samic odpowiednio:  11,0,  7,2,  4,6 i  5,3  mg/g owada.  

W wewnętrznych  frakcjach  lipidowych larw, poczwarek, samców i samic zidentyfikowano także

dwa wielonienasycone kwasy: C20:5 i C20:4.

Zophobas atratus

Analizowano  wpływ  hormonu  adypokinetycznego  (AKH)  (po  24  i  48  godzinach  

od  wstrzyknięcia)  na  skład  ciała  tłuszczowego  larw  i  poczwarek  Z.  atratus [H15].  W  ciele

tłuszczowym  larw  stwierdzono  obecność  10  kwasów  tłuszczowych  od  C6:0  do  C18:0.  

W największych ilościach występowały C16:0, C18:1 i C18:0,  natomiast  w znacznie mniejszych

ilościach występowały C14:0, C16:1 i C18:2, a procentowe zawartości kwasów C6:0, C8:0, C10:0

i C12:0 wynosiły poniżej 1,5%. W ciele tłuszczowym poczwarek stwierdzono również obecność  

10 kwasów tłuszczowych, a w największych ilościach występowały C16:0, C18:2, C18:1 i C18:0.

Pozostałe kwasy występowały w znacznie mniejszych ilościach - poniżej 2%.  Zawartość kwasów

tłuszczowych  w ciele  tłuszczowym larw wzrosła  pod wpływem hormonu AKH. Wyższy  wzrost

zawartości  zaobserwowano  po  24  godzinach  od  wstrzyknięcia  pojedynczej  dawki  AKH  niż  

po 48 godzinach od wstrzyknięcia dwóch dawek. W największych ilościach obecny był kwas C16:0,

a pod wpływem hormonu jego zawartość wzrosła dwukrotnie po 24 godzinach. Zawartość kwasu

C18:0 również wzrosła po 24 godzinach z 1,8 do 4,0 µg/mg ciała tłuszczowego. Ciekawy jest fakt, 

iż zawartości nienasyconych kwasów C18:1 i C18:2 po 48 godzinach były niższe niż w ekstrakcie

kontrolnym ciała tłuszczowego. Kwasy tłuszczowe larw od C6:0 do C12:0 obecne są w mniejszych

ilościach. Zawartości większości kwasów tłuszczowych w ciele tłuszczowym poczwarek były niższe

po wstrzyknięciu AKH. Zawartość C16:0, C18:2, C18:1 i C18:0 w ciele tłuszczowym poczwarek

była  wyższa  niż  w  ciele  tłuszczowych  larw.  Zawartości  kwasów  tłuszczowych  poczwarek  

po 24 godzinach od wstrzyknięcia hormonu były niższe o około jedną trzecią w przypadku C16:0 
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i  C18:2 oraz o około jedną czwartą  w przypadku C18:1 i  C18:0,  a po 48 godzinach zawartości

kwasów tłuszczowych C14:0, C16:1, C16:0, C18:2, C18:1 i C18:0 były jeszcze niższe. 

4.2. Alkohole

Alkohole  rzadko  występują  we  frakcjach  lipidowych owadów  i  zazwyczaj  posiadają  

od 22 do 34 atomów węgla w cząsteczce [8, 9, 31, 32]. Związki te zawierające poniżej 22 atomów

węgla zidentyfikowano w niewielu gatunkach owadów [21, 27]. Alkohole zostały zidentyfikowane 

w następujących gatunkach owadów:

- L. sericata (larwy i poczwarki [H14], samice i samce [H3]), 

- M. domestica (larwy, poczwarki, samce i samice [H5]),

- C. vomitoria (larwy, poczwarki, samce i samice [H9]),

- Z. atratus (larwy, poczwarki [H15]).

Lucilia sericata

W kutykularnych i wewnętrznych frakcjach lipidowych larw, poczwarek, samców i samic  

L.  sericata zidentyfikowano  10  alkoholi  od  C10:0  do  C28:0  [H3]  i  [H14].  Wszystkie

zidentyfikowane alkohole posiadają parzystą liczbę atomów węgla i są nasycone. Larwy zawierają

tylko  4  kutykularne  alkohole  w  niewielkich  ilościach.  Spośród  nich  3  alkohole  (C14:0,  C16:0

i  C18:0)  występują  w  porównywalnych  ilościach,  a  C26:0  obecny  był  w śladowych ilościach.  

W wewnętrznych frakcjach lipidowych larw nie zidentyfikowano alkoholi, natomiast we frakcjach

kutykularnych  poczwarek  zidentyfikowano  9  alkoholi.  Dominują  2  alkohole  (C24:0  i  C26:0),  

3 występują w mniejszych ilościach (C12:0, C14:0 i C16:0), a pozostałe 4 (C18:0, C20:0, C22:0  

i  C28:0)  obecne  są  w  śladowych  ilościach.  W wewnętrznych  frakcjach  lipidowych  poczwarek

(podobnie  jak  w  wewnętrznych  frakcjach  lipidowych  larw)  nie  zidentyfikowano  alkoholi.  

W samcach  zidentyfikowano  tylko  5  kutykularnych  alkoholi  od  C12:0  do  C20:0  w niewielkich

ilościach,  natomiast  w samicach  zidentyfikowano  7  kutykularnych alkoholi  od  C10:0 do  C22:0,

również  w  niewielkich  ilościach.  Wewnątrz  samców  i  samic  L.  sericata zidentyfikowano  tylko

śladowe  ilości  alkoholi.  W przypadku  samców  były  to:  C14:0,  C20:0,  C22:0,  C24:0  i  C26:0,  

a w przypadku samic tylko C14:0, C20:0 i C22:0.

Musca domestica

W kutykularnych i wewnętrznych frakcjach lipidowych larw, poczwarek, samców i samic  

M. domestica zidentyfikowano 10 alkoholi  od C12:0 do C30:0 [H5]. Wszystkie zidentyfikowane

alkohole  posiadają  parzystą  liczbę  atomów węgla  i  są  nasycone.  Na powierzchni  kutykuli  larw
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obecnych  jest  tylko  8  alkoholi,  a  dominującym  związkiem  jest  C12:0,  który  stanowi  70,4%

wszystkich alkoholi.  Kolejne 3 alkohole (C14:0, C16:0 i C18:0) występują w znacznie mniejszej

ilości i stanowią od 3,5% do 14,2%, natomiast zawartości pozostałych alkoholi od C20:0 do C30:0

wynosiły  do  1,3%.  Również  w  kutykularnych  frakcjach  lipidowych  poczwarek  dominującym

alkoholem jest  C12:0  (31,0%).  Pozostałe  alkohole  od C14:0  do  C30:0 występują  w mniejszych

ilościach od 3,7% do 14,4%, z wyjątkiem C22:0, który występuje w śladowych ilościach. Wewnątrz

larw  nie  zidentyfikowano  alkoholi,  a  w  wewnętrznych  frakcjach  lipidowych  poczwarek

zidentyfikowano 5 alkoholi w ilościach śladowych: C18:0, C20:0, C22:0, C24:0 i C26:0.

Na  powierzchni  samców  i  samic  zidentyfikowano  odpowiednio  8  i  9  alkoholi,  spośród

których  w  największych  ilościach  występowały  C12:0  i  C24:0.  Na  kutykuli  samców  

nie  zidentyfikowano  alkoholu  C22:0,  który  we  frakcjach  lipidowych  samic  stanowił  11,9%

wszystkich alkoholi. Zawartość alkoholu C20:0 była wyższa u samic niż u samców (9,4% samice;

3,0% samce).  Również zawartość alkoholu C16:0 była wyższa we frakcjach uzyskanych z samic

(4,5%  samice;  1,5%  samce),  natomiast  zawartość  alkoholu  C24:0  jest  wyższa  w  ekstraktach

lipidowych  samców (57,5% samce;  36,5% samice).  Wewnątrz  samców i  samic  zidentyfikowano

tylko  dwa  alkohole  C18:0  i  C20:0.  W  ekstraktach  uzyskanych  z  samców  występowały  one  

w  ilościach  śladowych, natomiast  w  ekstraktach  uzyskanych  samic  ich  zawartości  wynosiły

odpowiednio 3,6 i 5,0 µg/g owada.

Calliphora vomitoria

W  kutykularnych  i  wewnętrznych  frakcjach  lipidowych  larw,  poczwarek  i  samców  

C. vomitoria  zidentyfikowano odpowiednio 7, 6 i 5 alkoholi [H9]. Na powierzchni kutykuli samic

nie zidentyfikowano żadnych alkoholi. Alkohol C12:0 był zidentyfikowany na powierzchni kutykuli

larw i stanowił 4,8% wszystkich alkoholi, natomiast alkohol C14:0 został zidentyfikowany tylko  

w larwach i poczwarkach, a C16:0 w larwach, poczwarkach i samcach. Zawartości kutykularnych

alkoholi C18:0 i C20:0 u larw i poczwarek są porównywalne, natomiast ich zawartość we frakcjach

lipidowych samców jest znacznie niższa. Z kolei zawartość alkoholu C22:0 jest znacznie wyższa  

na powierzchni samców w porównaniu do frakcji lipidowych larw i poczwarek i stanowi 60,2%. 

Wewnątrz larw  wykryto  tylko  jeden  alkohol  (C22:0),  natomiast  wewnątrz samców

zidentyfikowano 4 alkohole w ilościach śladowych (C18:0, C20:0, C22:0 i C24:0). W wewnętrznych

frakcjach lipidowych poczwarek i samic były obecne po 4 alkohole: C18:0, C20:0, C22:0 i C24:0, 

a  alkoholem o najwyższej  zawartości  w poczwarkach był C18:0 (53,4%), natomiast  w samicach

C22:0 (59,0%).
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Zophobas atratus

Analizowano  wpływ  hormonu  adypokinetycznego  (AKH)  (po  24  i  48  godzinach  

od wstrzyknięcia owadom) na skład alkoholi ciała tłuszczowego larw i poczwarek Z. atratus [H15].

W ciele tłuszczowym larw stwierdzono obecność 5 alkoholi. W największych ilościach występował

alkohol C10:0 i stanowił on od 91,7% w ciele  tłuszczowym larw kontrolnych do 67,5% w ciele

tłuszczowym  larw  po  48  godzinach  od  wstrzyknięcia  hormonu  AKH.  W  znacznie  mniejszych

ilościach występowały C12:0, C14:0, C16:0 i C18:0. Porównując zawartości alkoholi  (µg/mg ciała

tłuszczowego)  można  stwierdzić,  że  zawartości  wszystkich  alkoholi  wzrastają  po  wstrzyknięciu

hormonu.

W ciele tłuszczowym poczwarek również stwierdzono obecność 5 alkoholi. W największych

ilościach występował alkohol C10:0, który stanowił od 79,2% alkoholi w ciele tłuszczowym larw

kontrolnych do 83,2% w ciele tłuszczowym larw po 24 godzinach od wstrzyknięcia hormonu AKH.

Podobnie  jak  w  ciele  tłuszczowym  larw,  w  ciele  tłuszczowym  poczwarek  pozostałe  alkohole  

(C12:0, C14:0, C16:0 i C18:0) były obecne w znacznie mniejszych ilościach. 

4.3. n-alkany

Kolejną  grupą  związków  były  n-alkany,  które  zostały  zidentyfikowane  we  frakcjach

lipidowych larw, poczwarek, samców i samic L. sericata [H4]. Związki te są typowymi składnikami

tych frakcji i u niektórych gatunków owadów pełnią rolę feromonów [6, 33-38].

Lucilia sericata

Na powierzchni  kutykuli  larw zidentyfikowano  7 n-alkanów od C23 do C31,  natomiast  

w  kutykularnych  frakcjach  lipidowych  poczwarek  zidentyfikowano  aż  18  n-alkanów  [H4].  

W ekstraktach  lipidowych larw i  poczwarek dominują  C27,  C29 i  C31,  a  pozostałe  n-alkany  o

parzystej  liczbie  atomów  węgla  występują  w  znacznie  mniejszych  ilościach.  Zidentyfikowano

również odpowiednio 16 i 17 kutykularnych n-alkanów samców i samic. Głównymi związkami w tej

grupie  są  C23,  C25  i  C27.  Zawartość  kutykularnych  n-alkanów  samców  i  samic  jest  zbliżona.

Przykładowo,  zawartość kutykularnego C27 samców i samic wynosi odpowiednio 47,9 i  47,5%.

Pozostałe kutykularne n-alkany występują w znacznie mniejszych ilościach, od śladowych ilości do

3,4%.

W wewnętrznych  frakcjach lipidowych  larw, poczwarek, samców i samic zidentyfikowano

odpowiednio 5,  7,  5 i  4 n-alkany zawierające  od 23 do 31 atomów węgla.  Dominują n-alkany  

o nieparzystej  liczbie atomów węgla.  Porównując n-alkany larw i poczwarek można stwierdzić,  
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że  zawartość  C25  jest  znacznie  wyższa  w  wewnętrznych frakcjach  lipidowych larw  (22,4%  

w larwach; 4,4% w poczwarkach). Wewnątrz poczwarek obecne są 2 n-alkany o parzystej liczbie

atomów węgla, których brak w ekstraktach z larw (C26 i C30). Porównując n-alkany samców i samic

można stwierdzić,  że zawartość C23 jest  znacznie  wyższa wewnątrz  samic (2,3% samce;  24,0%

samice). W ekstraktach lipidowych samców obecny jest 1 n-alkan o parzystej liczbie atomów węgla,

którego brak w ekstraktach samic (C28).

4.4. Estry

Estry  metylowe  kwasów  tłuszczowych  w  ekstraktach  lipidowych  owadów  występują  

w niewielkich ilościach i często pełnią rolę feromonów [27, 39-42]. W moich badaniach estry były

zidentyfikowane u następujących gatunków owadów:

- C. vomitoria (larwy, poczwarki, samce i samice [H9]),

- Z. atratus (larwy, poczwarki [H15]).

Calliphora vomitoria

W ekstraktach kutykularnych larw zidentyfikowano 6, a w ekstraktach poczwarek 7 estrów

metylowych kwasów tłuszczowych.  Zidentyfikowano zarówno nasycone,  jak i  nienasycone estry

zawierające zarówno parzystą, jak i nieparzystą liczbę atomów węgla, choć estrów o nieparzystej

liczbie  atomów  węgla  jest  więcej  i  występują  w  większych  ilościach.  Głównymi  estrami  we

frakcjach lipidowych larw i poczwarek są C17:1 i C19:1. Procentowa zawartość estru C17:1 jest

wyższa we frakcjach lipidowych larw (55,4% w larwach; 42,5% w poczwarkach), a estru C19:1 jest

wyższa we frakcjach lipidowych poczwarek (33,9% w larwach; 42,0% w poczwarkach). Zawartość

pozostałych estrów jest znacznie niższa.

Na powierzchni  kutykuli  samców zidentyfikowano 5,  a  w ekstraktach  lipidowych samic  

7  estrów  metylowych  kwasów  tłuszczowych.  Tak  samo  jak  w  przypadku  larw  i  poczwarek,

zidentyfikowano  zarówno  nasycone,  jak  i  nienasycone  estry  zawierające  zarówno  parzystą,  

jak i  nieparzystą  liczbę atomów węgla.  Estrów o nieparzystej  liczbie atomów węgla jest więcej  

i występują w większych ilościach.  Głównymi estrami na powierzchni kutykuli samców i samic  

są C17:1 i C19:1. Procentowa zawartość estru C17:1 jest niemal taka sama we frakcjach lipidowych

samców i samic (30,1% samce; 29,9% samice), a zawartość estru C19:1 jest wyższa we frakcjach

lipidowych samców (57,8% samce; 44,6% samice). Na powierzchni kutykuli samic zidentyfikowano
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ester C19:2, którego nie było na powierzchni kutykuli samców. Zawartość pozostałych estrów jest

znacznie niższa.

Wewnętrzne  frakcje  lipidowe  larw  i  poczwarek  zawierają  odpowiednio  9  i  10  estrów.

Wewnątrz larw i poczwarek w największej ilości były zidentyfikowane C17:1 i C19:1. Tak samo jak

na powierzchni kutykuli, w wewnętrznych frakcjach lipidowych procentowa zawartość estru C17:1

jest wyższa wewnątrz larw (57,1% w larwach; 35,8% w poczwarkach), a estru C19:1 jest wyższa

wewnątrz poczwarek (31,0% w larwach; 43,3% w poczwarkach). Zawartość pozostałych estrów jest

znacznie niższa.

W  wewnętrznych  frakcjach  lipidowych  samców  zidentyfikowano  6,  a  we  frakcjach

lipidowych  samic  7  estrów  metylowych  kwasów  tłuszczowych.  Profile  estrów  wewnętrznych

samców i samic są podobne do profili kutykularnych. Głównymi wewnętrznymi estrami samców  

i samic są C17:1 i C19:1. Wewnątrz samców i samic procentowa zawartość estru C17:1 jest niemal

taka  sama  (34,8%  samce;  34,1%  samice),  a  zawartość  estru  C19:1  jest  wyższa  we  frakcjach

lipidowych samców (54,3% samce; 50,6% samice). Wewnątrz samic zidentyfikowano ester C19:2,

którego nie było w wewnętrznych frakcjach lipidowych samców. Zawartość pozostałych estrów jest

znacznie niższa.

Zophobas atratus

W  ciele  tłuszczowym  larw  i  poczwarek  zidentyfikowano  15  estrów  metylowych.  

W największej ilości występują estry metylowe następujących kwasów tłuszczowych: C16:0, C18:2,

C18:1  i  C18:0.  Porównując  procentowe  zawartości  estrów  w  ciele  tłuszczowym  larw  można

stwierdzić, że zawartości estrów metylowych kwasów C16:0 i C18:2 są wyższe po wstrzyknięciu

hormonu AKH zarówno po 24, jak i po 48 godzinach, natomiast zawartość estru metylowego kwasu

C18:1 maleje. Porównując procentowe zawartości estrów w ciele tłuszczowym poczwarek można

stwierdzić,  że  zawartość  estru  metylowego kwasu C16:0 jest  wyższa  po wstrzyknięciu  hormonu

AKH zarówno po 24,  jak  i  po 48 godzinach,  natomiast  zawartości  estrów metylowych kwasów

C18:2 i C18:1 po tym zabiegu maleją. Zawartości (w µg/mg ciała tłuszczowego) estrów metylowych

kwasów C16:0, C18:2, C18:1 i C18:0 po wstrzyknięciu hormonu AKH, zarówno w przypadku larw,

jak i poczwarek po 24 godzinach maleją, a po 48 godzinach wzrastają.

4.5. Sterole

 Sterole odgrywają ważną rolę podczas rozwoju owadów, zwłaszcza cholesterol, który jest

prekursorem ekdysteroidów [43-47].  Owady nie  syntezują  cholesterolu,  dlatego  pobierają  sterole

wraz z pożywieniem i przekształcają je do cholesterolu [48]. Najczęściej występującym sterolem  

23



Analityka kutykularnej i wewnętrznej frakcji lipidowej wybranych gatunków owadów w poszukiwaniu związków aktywnych biologicznie

w  kutykularnych  i  wewnętrznych  frakcjach  lipidowych był  cholesterol  (Rys.  12).  Został  

on zidentyfikowany w następujących gatunkach owadów:

- M. domestica (larwy, poczwarki, samce i samice [H10),

- L. sericata (larwy i poczwarki [H14], samice i samce [H3]), 

- C. vicina (larwy, poczwarki, samce i samice [H10]), 

- C. vomitoria (larwy, poczwarki, samce i samice [H9]),

- S. canaria (larwy, poczwarki, samce i samice [H10]),

- Z. atratus (larwy i poczwarki [H15]).

Spośród analizowanych gatunków owadów zawartość kutykularnego cholesterolu samic S. carnaria

jest najwyższa (70,5 µg/g owada). Znacznie mniej cholesterolu posiadają samce i poczwarki tego

gatunku (odpowiednio 40,2 i 12,8 µg/g owada), natomiast na powierzchni kutykuli larw cholesterolu

nie  zidentyfikowano.  Inne  proporcje  cholesterolu  występują  we  frakcjach  lipidowych C.  vicina.

Wyższą  zawartość  cholesterolu  stwierdzono  na  powierzchni  kutykuli samców  w  porównaniu  

do samic, natomiast we frakcjach lipidowych larw i poczwarek stwierdzono około 4-5-krotnie niższą

zawartość  cholesterolu.  Na  powierzchni  kutykuli samców  i  samic  M.  domestica  stwierdzono

znacznie  więcej  cholesterolu  niż  we  frakcjach  lipidowych larw  i  poczwarek,  natomiast  

na  powierzchni  kutykuli larw,  poczwarek,  samców  i  samic  L.  sericata zawartość  cholesterolu  

jest  zbliżona.  Podobną  zawartość  cholesterolu  stwierdzono  także  na  powierzchni  kutykuli 

C. vomitoria z wyjątkiem ekstraktów lipidowych larw, gdzie zawartość cholesterolu wynosi tylko 0,7

µg/g owada.

Rys. 12. Zawartość cholesterolu kutykularnego 

24



Analityka kutykularnej i wewnętrznej frakcji lipidowej wybranych gatunków owadów w poszukiwaniu związków aktywnych biologicznie

Rys.13. Zawartość cholesterolu wewnętrznego

W analizowanych  gatunkach owadów zawartość  cholesterolu  wewnętrznego jest  znacznie

wyższa niż kutykularnego. Najwyższą zawartość stwierdzono wewnątrz  larw, poczwarek, samców 

i samic L. sericata. Zwłaszcza duża zawartość występuje we frakcjach lipidowych larw (3130,0 µg/g

owada) i poczwarek (2120,0 µg/g owada). Zawartość wewnętrznego cholesterolu samic i samców 

L. sericata także jest  stosunkowo duża (odpowiednio 970,0 i 490,0 µg/g owada). W przypadku  

M. domestica najwyższą zawartość cholesterolu stwierdzono wewnątzr samców (260,5 µg/g owada),

a niższą wewnątrz samic (115,5 µg/g owada). Zawartość cholesterolu poniżej 100 µg/g owada była

stwierdzona  w  ekstraktach  lipidowych  larw  i  poczwarek  M.  domestica.  Wewnątrz  pozostałych

gatunków  owadów,  zawartość  powyżej  200  µg/g  owada  stwierdzono  we  frakcjach  lipidowych

poczwarek i  samic  S. carnaria oraz samic  C. vomitoria,  natomiast  zawartość powyżej 100 µg/g

owada  stwierdzono  wewnątrz  larw  i  samców  S.  carnaria,  larw  i  samców  C.  vicina oraz  larw,

poczwarek i  samców  C. vomitoria.  Najniższą  zawartość  cholesterolu  wewnętrznego  stwierdzono

wewnątrz poczwarek i samic C. vicina (poniżej 40 µg/g owada).

Inne  sterole  (oprócz  cholesterolu)  były  zidentyfikowane  w  następujących  gatunkach

owadów:

- M. domestica (larwy [H10]),

- Z. atratus (larwy i poczwarki [H15]).

W kutykularnych i wewnętrznych  frakcjach lipidowych  larw, poczwarek, samców i samic  

M.  domestica zidentyfikowano  7  steroli:  cholesterol,  kampesterol,  kampestanol,  stigmasterol,

sitosterol, sitostanol i fukosterol [H10]. Na powierzchni kutykuli larw i poczwarek w największej
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ilości występował sitosterol (odpowiednio 74,0% i 57,9%). Cholesterol, kampesterol i stigmasterol

występowały  w  znacznie  mniejszych  ilościach:  od  2,4%  kampesterolu  do  18,7%  cholesterolu  

na  powierzchni  kutykuli  law.  Na  powierzchni  kutykuli poczwarek  zidentyfikowano  sitostanol,

którego  zawartość  wynosiła  9,1%,  a  we  frakcjach  lipidowych larw  związek  ten  występował  

w ilościach śladowych. Na powierzchni kutykuli larw i poczwarek stwierdzono obecność śladowych

ilości kampestanolu, natomiast fukosterol był obecny tylko w kutykularnych  frakcjach lipidowych

larw w ilościach śladowych. Na powierzchni kutykuli samców i samic M. domestica w największej

ilości występował cholesterol (odpowiednio 79,9% i 76,3%). Kampesterol i stitosterol występowały

w znacznie mniejszych ilościach: od 7,5% sitosterolu w ekstraktach lipidowych samców do 12,7%

kampesterolu we frakcjach lipidowych samic. Na powierzchni kutykuli samców i samic stwierdzono

obecność  śladowych ilości  kampestanolu  i  sitostanolu,  natomiast  stigmasterol  był  obecny tylko  

w na powierzchni samic w ilościach śladowych.

Wewnątrz larw, poczwarek, samców i samic M. domestica w największej ilości występował

cholesterol  (odpowiednio 54,7%, 57,4%, 73,2% i 75,1%). Sitosterol  i kampesterol  występowały  

w mniejszych ilościach od 8,1% sitosterolu we frakcjach lipidowych samic do 28,7% kampesterolu

wewnątrz  law.  W  wewnętrznych  frakcjach  lipidowych larw  i  poczwarek  zidentyfikowano

stigmasterol, który nie występował wewnątrz samców i samic, natomiast fukosterol był obecny tylko

w wewnątrz poczwarek.

W  ciele  tłuszczowym  larw  i  poczwarek  Z.  atratus zidentyfikowano  tylko  2  sterole:

cholesterol i sitosterol [H15]. Po wstrzyknięciu hormonu AKH larwom, po 24 godzinach zawartość

cholesterolu  wzrosła,  a  po  48  godzinach  zmalała,  natomiast  zawartość  cholesterolu  w  ciele

tłuszczowym poczwarek maleje zarówno po 24, jak i po 48 godzinach. Zawartość sitosterolu w ciele

tłuszczowym larw i poczwarek jest znacznie niższa.

4.6. Nietypowe dla owadów związki zidentyfikowane we frakcjach lipidowych owadów

Identyfikacja nietypowych dla owadów związków jest bardzo ważnym zadaniem naukowym,

ponieważ może dostarczyć  „nowych” związków wykazujących  aktywność biologiczną. Związki  

te  mogą być feromonami lub związkami obronnymi owadów. Mogą być one syntezowane przez

owady  lub  pobierane  przez  owady  wraz  z  pożywieniem.  Przykładowo,  9-trikozen  został

zidentyfikowany  jako  feromon  muchy  domowej  [49,  50],  natomiast  ester  dimetylowy  kwasu

suberynowego został zidentyfikowany w roślinach Hibiscus micranthus i Astragalus membranaceus

[51, 52] oraz w algach  Polysiphonia denudata f.  fragilis [53]. We frakcjach lipidowych owadów

zidentyfikowano następujące związki nietypowe dla owadów:

- kwas dehydroabietynowy [H1],
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- kwas azelainowy [H13], 

- kwas sebacynowy [H13], 

- kwas 2-metylo-2-hydroksybutanowy [H13], 

- kwas fenylooctowy [H13], 

- kwas fenylopropionowy [H13], 

- 2,4-dekadienal [H13], 

- octan tokoferolu [H13],

- uracyl [H16],

- 9-trikozen [H16],

- monoolinian glicerolu [H16],

- ester dimetylowy kwasu suberynowego [H16], 

- ester butylowy kwasu stearynowego [H16],

- ester decylowy kwasu oktanowego (FADE C8:0) [H15],

 - ester etylowy kwasu heksadekanowego (FAEE  C16:0) [H15],

-  ester etylowy kwasu oktadekenowego (FAEE  C18:1) [H15],

 - ester dodecylowy kwasu oktanowego (FADDE C8:0) [H15], 

- ester etylowy kwasu oktadekanowego (FAEE  C18:0) [H15],

- ester tetradecylowy kwas oktanowego (FATDE  C8:0) [H15].

Dendrolimus pini

W wylinkach  larwalno-larwalnych  i  larwalno-poczwarkowych  D.  pini zidentyfikowano

kwas dehydroabietynowy. Związek ten wytwarzany jest przez drzewa iglaste i stanowi on składnik

żywic. Kwasy diterpenowe hamują kiełkowanie zarodników i wzrost grzybni w ten sposób chroniąc

rośliny  przed  infekcjami  grzybiczymi.  Prawdopodobnie  owady  pobierając  ten  związek  

z  pożywieniem wykorzystują  go  do  ochrony  przed  entomopatogenicznymi  grzybami.  Zawartość

kwasu  dehydroabietynowego  w  wylinkach  larwalno-larwalnych  i  larwalno-poczwarkowych

wynosiła odpowiednio 1,8 i 11,5 mg/g wylinki.

Calliphora vicina

W kutykularnych i wewnętrznych frakcjach lipidowych larw, poczwarek, samców i samic  

C. vicina zidentyfikowano kwas azelainowy. W przypadku larw i samców zawartość tego kwasu  

na powierzchni kutykuli jest wyższa niż wewnątrz owadów, natomiast w przypadku samic większe

ilości  tego  związku  znajdują  się  wewnątrz.  Zawartość  tego  związku  jest  porównywalna  

w  kutykularnych  i  wewnętrznych  frakcjach  lipidowych  poczwarek.  Na  powierzchni  kutykuli  
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i  wewnątrz poczwarek  zidentyfikowano  także  kwas  fenylooctowy  w  porównywalnych  ilościach

(odpowiednio  4,86  i  4,98  µg/g).  Około  dwukrotnie  więcej  tego  związku  zidentyfikowano  

w  wewnątrz  samic,  natomiast  wewnątrz  samców  występował  on  w  ilościach  śladowych.  

W kutykularnych frakcjach lipidowych poczwarek zidentyfikowano również niewielkie ilości kwasu

2-metylo-2-hydroksybutanowego  (0,06  µg/g)  oraz  śladowe  ilości  2,4-dekadienalu.  Uracyl  został

zidentyfikowany  tylko  wewnątrz  samców  i  samic,  natomiast  monooleinian  glicerolu  został

zidentyfikowany tylko wewnątrz larw i poczwarek. Z kolei ester dimetylowy kwasu suberynowego

zidentyfikowano w niewielkich ilościach w kutykularnych frakcjach lipidowych larw i poczwarek.

Kolejnym związkiem jest  9-trikozen,  który zidentyfikowano  na powierzchni  kutykuli  i  wewnątrz

larw, poczwarek, samców i samic. Zawartość tego związku jest stosunkowo wysoka we frakcjach

lipidowych samców i samic (23,96 µg/g wewnątrz samców; 58,44 µg/g wewnątrz samic). Zawartość

tego związku we frakcjach lipidowych larw i poczwarek jest znacznie niższa i wynosi 0,13 µg/g

wewnątrz poczwarek i 6,67 µg/g wewnątrz larw.

Calliphora vomitoria

Kwas azelainowy zidentyfikowano w kutykularnych i wewnętrznych frakcjach lipidowych

larw, poczwarek, samców i samic C. vomitoria. Większe ilości tego związku były wewnątrz niż na

powierzchni kutykuli poczwarek, samców i samic. Jedynie we frakcjach lipidowych larw było więcej

tego związku na powierzchni owadów. Kwas fenylooctowy został zidentyfikowany na powierzchni

kutykuli i wewnątrz (większe ilości tego związku były obecne wewnątrz) larw i samców oraz tylko

wewnątrz  poczwarek  i  samic.  Niewielkie  ilości  fenylopropionowego  zidentyfikowano  

na  powierzchni  kutykuli larw  i  śladowe  ilości  w  wewnętrznych  frakcjach  lipidowych.  Frakcje

lipidowe poczwarek, samców i samic nie zawierają tego związku. Uracyl występuje na powierzchni

kutykuli i wewnątrz larw, poczwarek, samców i samic. Zawartość tego związku jest dużo wyższa

wewnątrz  owadów  niż  na  powierzchni  kutykuli.  Przykładowo,  na  powierzchni  kutykuli samic

zawartość  tego  związku  wynosi  0,52  µg/g,  a  wewnątrz  46,30  µg/g.  Monooleinian  glicerolu

zidentyfikowano na powierzchni kutykuli i wewnątrz poczwarek i samic oraz tylko na powierzchni

kutykuli larw i samców. Zawartości tego związku w wewnętrznych frakcjach lipidowych poczwarek

i samic są dużo wyższe w porównaniu do frakcji kutykularnych. 

Sarcophaga carnaria
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Kwas  azelainowy  zidentyfikowano  tylko  na  powierzchni  kutykuli larw  i  poczwarek  

S.  carnaria (odpowiednio  0,95  i  0,19  µg/g  owada).  Również  na  powierzchni  kutykuli larw  

i poczwarek w małych ilościach zidentyfikowano kwas sebacynowy (odpowiednio 0,13 i 0,17 µg/g

owada).  Kwas fenylooctowy zidentyfikowano tylko wewnątrz larw, poczwarek, samców i samic.

Zawartość  tego  związku  wynosiła  od  0,16  we  frakcjach  lipidowych  poczwarek  do  3,03  µg/g  

we frakcjach lipidowych samic.  Kwas fenylopropionowy został  zidentyfikowany wewnątrz larw  

w  śladowych  ilościach  oraz  na  powierzchni  kutykuli i  wewnątrz  poczwarek  (odpowiednio  

0,55 i 1,13 µg/g).

Musca domestica

Spośród analizowanych gatunków owadów tylko na powierzchni kutykuli larw M. domestica

zidentyfikowano  octan  tokoferolu  (0,14  µg/g).  Kutykularne  i  wewnętrzne  frakcje  lipidowe

poczwarek, samców i samic nie zawierają tego związku.

Zophobas atratus

W ciele tłuszczowym larw i poczwarek  Z. atratus zidentyfikowano 6 nietypowych estrów:

ester decylowy kwasu oktanowego,  ester etylowy kwasu heksadekanowego,  ester etylowy kwasu

oktadekenowego, ester decylowy kwasu oktanowego, ester etylowy kwasu oktadekanowego i ester

tetradecylowy kwas oktanowego. Spośród nietypowych estrów FADE 8:0 występował w największej

ilości. Jego zawartość była około dwukrotnie wyższa w ciele tłuszczowym larw i około trzykrotnie

wyższa w ciele tłuszczowym poczwarek po 24 godzinach po wstrzyknięciu hormonu AKH. Hormon

ten również indukuje  wzrost  zawartości  FADDE 8:0 i  FATDE 8:0.  Zawartość estrów etylowych

FAEE 16:0, FAEE 18:1 i FAEE 18:0 była po 24 godzinach od wstrzyknięciu hormonu niższa w ciele

tłuszczowym  poczwarek,  a  w  ciele  tłuszczowym  larw  spadła  niemal  do  zera,  natomiast  po  48

godzinach  zawartość  ich  była  równa  (FAEE 18:1)  lub  wyższa  (FAEE 16:0  i  18:0)  niż  w ciele

tłuszczowym larw kontrolnych.

 4.7. Zastosowanie Two-Ways Hierarchic Cluster Analysis

Two-Ways  Hierarchic  Cluster  Analysis  została  zastosowana  do  określenia  podobieństw  

i  różnic  pomiędzy  kutykularnymi  i  wewnętrznymi  frakcjami  lipidowymi  wszystkich  stadiów

rozwojowych  L.  sericata [H14].  Dzięki  zastosowaniu  two-ways  HCA zostały  zidentyfikowane  

3 główne klastery (A, B i C). Pierwszy klaster (A) zawiera kutykularne związki samców i samic,

drugi  (B) zawiera kutykularne związki  larw i  poczwarek,  a trzeci  (C) wewnętrzne związki  larw,

poczwarek, samców i samic. Zostały również zidentyfikowane 3 kolejne klastery I, II i III. Pierwszy
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klaster (I) zawiera tylko jeden związek – kwas C18:1n-9, drugi klaster zawiera kwasy tłuszczowe

(16:0, 16:1n-9), cholesterol i n-alkany (n-C31, n-C29, n-C27, n-C25, n-C23), natomiast trzeci klaster (III)

zawiera pozostałe związki. Na podstawie two-ways HCA stwierdzono, że kutykularne związki larw i

poczwarek zawierają bardzo duże ilości kwasu C18:1n-9. Również duże ilości tego kwasu zawierają

wewnętrzne  frakcje  lipidowe  larw,  poczwarek,  samców  i  samic.  Zawartości  kwasów  C16:1n-9,

C16:0,  cholesterolu  i  n-alkanów n-C31,  n-C29 oraz n-C27 różnią  się  pomiędzy  poszczególnymi

frakcjami lipidów, natomiast pozostałe związki występują na tym samym poziomie.

5.  Wrażliwość  różnych  stadiów  rozwojowych  trzech  gatunków  owadów  na  infekcję

Conidiobolus coronatus 

W celu  sprawdzenia  czy  istnieje  korelacja  pomiędzy wrażliwością  na infekcję  grzybiczą

owadów a składem związków zidentyfikowanych w owadach określono wrażliwość różnych stadiów

rozwojowych owadów na infekcję C. coronatus. Na podstawie tych badań stwierdzono, że wrażliwe

na infekcje grzybicze są: 

- samce L. sericata (śmiertelność 100%) [H3], 

- samice L. sericata (śmiertelność 100%) [H3], 

- samce M. domestica (śmiertelność 87%) [H5], 

- samice M. domestica (śmiertelność 93%) [H5], 

- samce M. vomitoria (śmiertelność 100%) [H8], 

- samice M. vomitoria (śmiertelność 100%) [H8],

- samce L. sericata (śmiertelność 100%) [H14], 

- samice L. sericata (śmiertelność 100%) [H14]. 

Stwierdzono również, że niewrażliwe na infekcje C. coronatus są:

- larwy M. domestica (śmiertelność 0%) [H5], 

- poczwarki M. domestica (śmiertelność 0%) [H5], 

- larwy M. vomitoria (śmiertelność 0%) [H8], 

- poczwarki M. vomitoria (śmiertelność 0%) [H8], 

- larwy L. sericata (śmiertelność 0%) [H14], 

- poczwarki L. sericata (śmiertelność 0%) [H14]. 

Dzięki  określeniu  wrażliwości  poszczególnych  stadiów  rozwojowych  i  analizom  składu

związków obecnych na kutykuli i wewnątrz owadów stwierdzono, że poziom wrażliwości badanych

owadów na infekcję grzybem C. coronatus  jest skorelowany z określonym składem jakościowym 

i ilościowym związków kutykularnych i wewnętrznych. Określono jakie związki występują tylko  

w danym stadium rozwojowym konkretnego gatunku owada i  które  z  nich  są  dla  tego stadium
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charakterystyczne.  Określono  także  różnice  ilościowe  związków  kutykularnych  poszczególnych

stadiów  rozwojowych  owadów.  Związki  charakterystyczne  dla  danego  stadium  rozwojowego  

i różnice ilościowe zidentyfikowanych związków mają wpływ na wrażliwość owadów na infekcje

grzybicze.  Szczegółowe  dane  tych  analiz  przedstawiono  powyżej  w  opisach  zidentyfikowanych

związków we frakcjach lipidowych owadów. Podsumowując można stwierdzić, że w kutykularnych

frakcjach lipidowych owadów niewrażliwych na infekcje  C. coronatus  znajdują się związki, które

posiadają właściwości przeciwgrzybicze.

6. Aktywność biologiczna zidentyfikowanych związków

Owady są narażone na nieustanny kontakt z mikroorganizmami, a mimo to stosunkowo rzadko

ulegają  infekcjom, dlatego prawdopodobnie wśród związków zawartych we frakcjach lipidowych

owadów  istnieją  związki,  które  posiadają  właściwości  przeciwgrzybicze  i  przeciwbakteryjne  

[54,  55].  Z  tego  powodu  przeprowadzono  badania  wpływu  związków  zidentyfikowanych  

we frakcjach lipidowych owadów, ich mieszanin oraz ekstraktów kutykularnych i wewnętrznych  

na  grzyby  (w  tym  entomopatogeniczne),  bakterie  Gram  (+)  i  bakterie  Gram (-):  Paecilomyces

lilacinus,  Paecilomyces  fumosoroseus,  Lecanicillium  lecanii,  Metarhizium  anisopliae, Beauveria

bassiana (Tve-N39), Beauveria bassiana (Dv-1/07), Bacillus subtilis ATCC 6633, Rhodococcus equi

ATCC  6939,  Staphylococcus  aureus  ATCC  25923,  Escherichia  coli  ATCC  25922,  Klebsiella

pneumoniae  ATCC  13882,  Proteus  vulgaris ATCC  13315,  Aspergillus  niger  ATCC,  Candida

albicans ATCC 10231, Candida lipolytica PCM 2680 i Candida tropicalis PCM 2681 [H5, H6, H8,

H9, H11, H13, H16].

Dla  pojedynczych  związków  zidentyfikowanych  we  frakcjach  lipidowych  owadów  

i ich mieszanin oraz dla ekstraktów kutykularnych i wewnętrznych owadów wyznaczono minimalne

stężenie hamujące wzrost (MIC). Oznaczenia wykonywane były metodą seryjnych rozcieńczeń w

podłożu  płynnym,  według  rekomendacji  Clinical  Laboratory  Standards  Institute (CLSI).  

Dla kwasów tłuszczowych oraz mieszanin kwasów tłuszczowych zidentyfikowanych w wydzielinie

F. nigra wyznaczono również strefy zahamowania wzrostu (Inhibition zone) [H6]. Do badań użyto

następujące  gatunki  mikroorganizmów:  Bacillus  cereus,  Bacillus  subtilis,  Enterococcus  faecalis,

Citrobacter  freundii,  Pseudomonas  aeruginosa i  Pseudomonas  fluorescens. Oznaczenia

wykonywane były również według rekomendacji Clinical Laboratory Standards Institute.

Badano  wpływ  na  mikroorganizmy  następujących  związków,  ich  mieszanin  i  ekstraktów

frakcji lipidowych owadów:
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-  kwasy tłuszczowe: C5:0; C6:0,  C7:0; C8:0;  C9:0;  C10:0;  C11:0,  C12:0; C14:0;  C14:1,  C15:0,

C16:0; C16:1; C17:0, C17:1,C18:0; C18:1; C18:2, C18:3, C19:0, C19:1, C20:0, C20:1, C20:2,

C20:3, C20:4, C20:5, C21:0, C22:0, C23:0, C24:0 i C26:0 [H6, H11],

- mieszaniny kwasów tłuszczowych larw F. nigra oraz larw, poczwarek, samców i samic S. carnaria

[H6, H11],

-  alkohole:  C10:0,  C12:0,  C14:0,  C16:0,  C18:0,  C20:0,  C22:0,  C24:0,  C26:0,  C28:0,  C30:0  

i C31:0 [H5, H9],

- mieszaniny alkoholi larw, poczwarek, samców i samic M. domestica oraz C. vomitoria [H5, H9],

- estry metylowe kwasów tłuszczowych: C13:0, C15:0, C15:1, C16:0, C17:0, C17:1, C18:0, C19:0,

C19:1, C19:2 [H9],

-  mieszaniny  estrów  metylowych  kwasów  tłuszczowych  wszystkich  stadiów  rozwojowych  

C. vomitoria [H9],

- związki nietypowe dla owadów: kwasy azelainowy, kwas sebacynowy, kwas fenylooctowy, kwas

fenylopropionowy,  2,4-dekadienal,  octan  tokoferolu  i   kwas  2-metylo-2-hydroksybutanowy

uracyl,  ester  butylowy  kwasu  stearynowego,  monooleinian  glicerolu,  9-trikozen,  ester

dimetylowy kwasu suberynowego [H13, H16],

-  ekstrakty kutykularnych i  wewnętrznych frakcji  lipidowych  larw, poczwarek,  samców i samic  

C. vomitoria [H8].

Kwasy tłuszczowe

Dla następujących  kwasów tłuszczowych:  C5:0,  C7:0,  C8:0,  C9:0,  C10:0,  C12:0,  C14:0,

C16:0,  C16:1,  C18:0,  C18:1  i  C18:2  wyznaczono  wartości  MIC  w  stosunku  do  P.  lilacinus,  

P.  fumosoroseus, L. lecanii,  M. anisopliae,  B. bassiana  (Tve-N39) i B. bassiana (Dv-1/07) [H6].

Najniższe  wartości  MIC  uzyskano  dla  C7:0,  C8:0,  C9:0  i  C10:0  w  stosunku  do  L.  lecanii 

(0,016 mg/ml) oraz dla C9:0 i C10:0 w stosunku do B. bassiana (Dv-1/07) (0,016 mg/ml). Wzrost 

P.  lilacinus,  P.  fumosoroseus,  M.  anisopliae i B.  bassiana  (Tve-N39)  hamują  również  kwasy  

C7:0,  C8:0, C9:0 i  C10:0  (MIC 0,032 mg/ml),  natomiast  kwas C12:0 hamuje wzrost  L. lecanii  

(MIC  0,032  mg/ml),  a  kwasy  C7:0,  C8:0  i  C12:0  hamują  wzrost  B.  bassiana (Dv-1/07)  

(MIC  0,032  mg/ml).  Wpływ  kwasów  C14:0,  C16:0,  C16:1,  C18:0,  C18:1  i  C18:2  na  rozwój  

ww. grzybów jest mniejszy (wartości MIC wynoszą od 0,256 do >1,024 mg/ml).

Analizowany był również wpływ kwasów tłuszczowych C6:0, C11:0, C12:0, C14:1, C15:0,

C17:0,  C17:1,  C18:3,  C19:0,  C19:1,  C20:0,  C20:1,  C20:2,  C20:3,  C20:4,  C20:5,  C21:0,  C22:0,

C23:0, C24:0 i C26:0 na wzrost grzybów: P. lilacinus,  P. fumosoroseus,  L. lecanii,  M. anisopliae, 

B. bassiana (Tve-N39), B. bassiana (Dv-1/07) oraz C. albicans [H11]. Stwierdzono, że kwasy C6:0,
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C11:0,  C13:0 i  C14:1 hamują wzrost mikroorganizmów w największym stopniu.  Wartości  MIC  

dla tych związków wynoszą od 0,032 do 0,256 mg/ml.  Kwas C6:0 hamuje wzrost M. anisopliae,  

P. fumosoroseus, P. lilacinus i B. bassiana (Tve-N39) w stężeniu 0,064 mg/ml, natomiast L. lecanii 

i  B. bassiana (Dv-1/07) w stężeniu 0,128 mg/ml. Kwas C11:0 hamuje wzrost wszystkich grzybów 

w stężeniu 0,032 mg/ml, natomiast wartości MIC kwasów C13:0 i C14:1 wynoszą od 0,032 do 0,256

mg/ml. Kwasy C18:3, C20:2, C20:3, C20:4 i C20:5 hamują wzrost w wyższych stężeniach od 0,128

do 0,512 mg/ml, a zdolność hamowania wzrostu grzybów pozostałych kwasów jest jeszcze niższa.

Dla kwasów C5:0,  C7:0,  C8:0,  C9:0,  C10:0,  C12:0,  C14:0,  C16:0,  C16:1,  C18:0,  C18:1  

i  C18:2  wyznaczono  strefy  zahamowania  wzrostu  następujących  mikroorganizmów:  B.  cereus,  

B. subtilis, E. faecalis, C. freundii, P. aeruginosa i P. fluorescens [H6]. Większość badanych kwasów

wykazuje aktywność przeciwbakteryjną. W największym stopniu wzrost mikroorganizmów hamują

kwasy C8:0, C9:0 i C16:1. Średnica strefy zahamowania wzrostu wynosiła od 14 do 17 mm, a nawet

do  22  mm dla kwasu C16:1.  Stwierdzono  brak  aktywności   kwasów  C14:0,  C16:0,  C18:2  

i C18:0. Stwierdzono również, że C. freundii jest najbardziej wrażliwa na badane związki. 

Mieszaniny kwasów tłuszczowych

Analizowany był również wpływ mieszanin kwasów tłuszczowych larw  F. nigra na wzrost

grzybów  P.  lilacinus,  P.  fumosoroseus,  L.  lecanii,  M.  anisopliae,  B.  bassiana  (Tve-N39)  

i B.  bassiana (Dv-1/07)  [H6].  Na podstawie badań stwierdzono,  że mieszaniny tych związków  

nie wpływają znacząco na wzrost grzybni. Wartości MIC dla tych mieszanin wynosiły od 0,512  

do >1,024 mg/ml.  Analizowano także wpływ mieszanin  kwasów tłuszczowych larw,  poczwarek,

samców i samic  S. carnaria na wzrost  P. lilacinus,  P.  fumosoroseus,  L. lecanii,  M. anisopliae, 

B. bassiana (Tve-N39),  B. bassiana (Dv-1/07) oraz  C. albicans [H11].  Również w tym przypadku

zdolność  hamowania  wzrostu  entomopatogenicznych  grzybów  przez  mieszaniny  kwasów

tłuszczowych jest niewielka (wartości MIC wynoszą od 0,512 do >1,024 mg/ml).

Dla  mieszanin  kwasów  wyznaczono  strefy  zahamowania  wzrostu  następujących

mikroorganizmów: B. cereus, B. subtilis, E. faecalis, C. freundii, P. aeruginosa i P. fluorescens [H6].

Wśród czterech testowanych  mieszanin najbardziej  skuteczną  była mieszanina  kwasów,  której

obecność stwierdzono w podłożu, na którym żyją larwy F. nigra. Zwłaszcza w stosunku do B. cereus

i  E. faecalis ta  mieszanina  kwasów  wykazywała  duże  średnice  strefy  zahamowania wzrostu  

(16 i 18 mm). Żadna z badanych mieszanin kwasów nie wykazała aktywności wobec P. fluorescens.

Alkohole
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Dla następujących alkoholi: C10:0, C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C20:0, C22:0, C24:0, C26:0,

C28:0 i C30:0 wyznaczono minimalne stężenie hamujące wzrost następujących mikroorganizmów:

B. subtilis  ATCC 6633, R. equi  ATCC 6939, S. aureus  ATCC 25923,  A. niger  ATCC, C. albicans

ATCC 10231,  C. lipolytica  PCM 2680 i C.  tropicalis  PCM 2681 [H5]. Najniższe wartości MIC

uzyskano dla C14:0 w stosunku do B. subtilis  ATCC 6633, R. equi  ATCC 6939 i S. aureus  ATCC

25923  (odpowiednio  0,064,  0,128  i  0,128  mg/ml)  oraz  dla  C10:0  i  C12:0  w  stosunku  

do C. tropicalis PCM 2681 (obydwie wartości 0,512 mg/ml).

Testowany był również wpływ alkoholi  C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C20:0, C22:0, C24:0,

C26:0,  C28:0,  C30:0  i  C31:0  na  wzrost  entomopatogenicznych  grzybów:  P.  lilacinus,  

P. fumosoroseus,  L. lecanii,  M. anisopliae, B. bassiana (Tve-N39) i  B. bassiana (Dv-1/07) [H9].

Alkohole  te  w  niewielkim  stopniu  wpływają  na  wzrost  entomopatogenicznych  grzybów.  Tylko

alkohol  C14:0  hamuje  wzrost M.  anisopliae  w stężeniu  0,256  mg/ml  i  B.  bassiana  DV-1/107  

oraz P. fumosoroseus w stężeniu 0,512 mg/ml. Natomiast alkohol C12:0 hamuje wzrost B. bassiana

DV-1/107, L. lecanii, M. anisopliae, i P. lilacinus w stężeniu 0,512 mg/ml. Również w tym stężeniu

wzrost  M.  anisopliae  jest  hamowany  przez  alkohole  C26:0,  C28:0,  C30:0.  Pozostałe  alkohole

wykazują jeszcze mniejszy wpływ na entomopatogeniczne grzyby.

Mieszaniny alkoholi

Analizowany był wpływ mieszanin alkoholi larw, poczwarek, samców i samic M. domestica

na R.  equi  ATCC  6939,  A.  niger  ATCC,  C.  albicans  ATCC 10231,  C.  lipolytica  PCM  2680 

i C.  tropicalis  PCM 2681 [H5].  Spośród mieszanin  alkoholi  wszystkich  stadiów rozwojowych  

M. domestica, alkohole larw wykazują najniższe stężenie hamujące wzrost  R. equi  (0,256 mg/ml).

Wzrost  R.  equi  ATCC  6939  hamuje  również  mieszanina  alkoholi  samic  M.  domestica 

(MIC 0,512 mg/ml).  Wzrost  C. tropicalis  PCM 2681 hamują mieszaniny alkoholi samców i larw  

M. domestica (MIC 0,512 mg/ml),  natomiast wzrost  C. lipolytica  PCM 2680 hamują mieszaniny

alkoholi samców, samic i larw (MIC 0,512 mg/ml).

Testowany  był  również  wpływ  mieszanin  alkoholi C.  vomitoria na  wzrost

entomopatogenicznych  grzybów:  P.  lilacinus,  P.  fumosoroseus,  L.  lecanii,  M.  anisopliae, 

B.  bassiana (Tve-N39) i  B. bassiana (Dv-1/07) [H9].  Mieszaniny alkoholi  w niewielkim stopniu

wpływają na wzrost entomopatogenicznych grzybów:

-  B.  bassiana  DV-1/107  jest  najbardziej  wrażliwa  na  mieszaninę  kutykularnych  alkoholi  larw  

i poczwarek (MIC 0,512 mg/ml), 

-  M. anisopliae  jest  najbardziej  wrażliwy na mieszaninę  kutykularnych alkoholi  larw i  samców  

(MIC 0,512 mg/ml), 
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-  P.  fumosoroseus  jest  najbardziej  wrażliwy  na  mieszaninę  kutykularnych  alkoholi  samców  

(MIC 0,512 mg/ml), 

-  P.  lilacinus  jest  najbardziej  wrażliwy  na  mieszaninę  kutykularnych  alkoholi  larw  

(MIC 0,512 mg/ml).

Estry metylowe kwasów tłuszczowych

Analizowano  wpływ  następujących  estrów  metylowych  kwasów  tłuszczowych:  C13:0,

C15:0,  C15:1,  C16:0,  C17:0,  C17:1,  C18:0,  C19:0,  C19:1,  C19:2,  C19:3  na  wzrost  grzybów:  

P.  lilacinus,  P.  fumosoroseus,  L.  lecanii,  M.  anisopliae,  B.  bassiana  (Tve-N39)  i B.  bassiana 

(Dv-1/07)  [H9]. Na  podstawie  badań  stwierdzono,  że  analizowane  estry metylowe  posiadają

niewielką aktywność wobec testowanych grzybów owadobójczych. 

Mieszaniny estrów metylowych kwasów tłuszczowych 

Mieszaniny  estrów  metylowych  kwasów  tłuszczowych,  zarówno  kutykularnych,  

jak  i  wewnętrznych  wszystkich  stadiów  rozwojowych C.  vomitoria hamują  wzrost

entomopatogenicznych  grzybów  (B.  bassiana DV-1/107,  B.  bassiana (Tve-N39),  L.  lecanii,  

M. anisopliae,  P.  fumosoroseus, P.  lilacinus) w nieco niższych stężeniach niż poszczególne estry

metylowe  (MIC od 0,512 do 1,024 mg/ml) [H9].

Związki nienależące do podstawowych grup lipidów owadów

Dla  nietypowych  dla  owadów  związków  (kwas  azelainowy,  kwas  sebacynowy,  kwas

fenylooctowy,  kwas  fenylopropionowy,  2,4-dekadienal,  octan  tokoferolu,  kwas  

2-metylo-2-hydroksybutanowy [H13],  uracyl,  ester  butylowy kwasu stearynowego,  monooleinian

glicerolu,  9-trikozen,  ester  dimetylowy  kwasu  suberynowego  [H16])  wyznaczono  wartości  

MIC  wobec  następujących  mikroorganizmów:  P.  lilacinus,  P.  fumosoroseus,  L.  lecanii,  

M. anisopliae, B. bassiana (Tve-N39),  B. bassiana (Dv-1/07),  B. subtilis  ATCC 6633, E. feacalis,

 R. equi ATCC 6939, S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis, E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae

ATCC 13882,  P.  mirabilis,  P.  vulgaris ATCC 13315,  P.  aeruginosa,   C. albicans  ATCC 10231 

i C. tropicalis  PCM 2681.  Stwierdzono, że kwasy azelainowy i sebacynowy nie hamują wzrostu

żadnego  z  analizowanych  mikroorganizmów.  Kwas  fenylooctowy  hamuje  wzrost  tylko

entomopatogenicznych  grzybów (MIC od  0,128  do  0,512  mg/ml;  wyjątek  stanowi  P.  lilacinus  

dla którego MIC wynosi 1,024 mg/ml). Podobnie działa kwas fenylopropionowy - hamuje wzrost

tylko entomopatogenicznych grzybów (MIC 0,128 mg/ml; z wyjątkiem P. lilacinus dla którego MIC
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wynosi  0,256  mg/ml).  Kwas  2-metylo-2-hydroksybutanowy  wykazuje  działanie  tylko  

w  stosunku  do  L.  lecanii  (0,512  mg/ml),  M.  anisopliae  (0,256  mg/ml),  P.  fumosoroseus  

(0,512  mg/ml)  i P.  lilacinus  (0,256  mg/ml). 2,4-Dekadienal  hamuje  wzrost  B.  subtilis  

(0,064  mg/ml),  E.  faecalis  (0,128  mg/ml),  R.  equi  (0,064  mg/ml),  S.  aureus  (0,064  mg/ml),  

S.  epidermidis  (0,064  mg/ml) oraz  w  wyższych  stężeniach  entomopatogenicznych  grzybów:  

B.  bassiana DV-1/107  (0,512  mg/ml),  B.  bassiana (Tve-N39)  (0,256  mg/ml),  L.  lecanii  

(0,256  mg/ml),  M.  anisopliae  (0,512  mg/ml),  P.  fumosoroseus  (0,512  mg/ml) i P.  lilacinus

(0,512 mg/ml).  Octan tokoferolu działa w dużych stężeniach tylko na entomopatogeniczne grzyby

(najniższa  wartość MIC wynosi  0,256 mg/ml w stosunku do  L. lecanii).  Uracyl,  ester  butylowy

kwasu stearynowego,  monooleinian  glicerolu,  9-trikozen,  ester  dimetylowy kwasu suberynowego

tylko  niewielkim  stopniu  hamują  wzrost  entomopatogenicznych  grzybów  [H16].  Poniżej

przedstawiono wyniki tylko dla związków, które hamują wzrost mikroorganizmów w najniższych

stężeniach. Uracyl hamuje wzrost B. bassiana (Tve-N39) w stężeniu 0,256 mg/ml, natomiast wzrost

M. anisopliae, P.  fumosoroseus  i B. bassiana (Dv-1/07) jest hamowany w stężeniu 0,512 mg/ml.

Ester  dimetylowy  kwasu  suberynowego  hamuje  wzrost  wszystkich  analizowanych  grzybów  

w stężeniu  0,512 mg/ml.  Pozostałe  związki  (ester  butylowy kwasu stearynowego,  monooleinian

glicerolu i 9-trikozen) nie wykazują właściwości przeciwgrzybiczych.

Frakcje lipidowe hamujące wzrost mikroorganizmów

Analizowano  wpływ  kutykularnych  i  wewnętrznych  frakcji  lipidowych  larw,  poczwarek,

samców i samic  C. vomitoria  na wzrost R. equi, B. subtilis, S. aureus, C. albicans, C. lipolytica,  

C. tropicalis i A. niger [H8]. Poniżej przedstawiono wyniki analiz frakcji lipidowych, które hamują

wzrost  mikroorganizmów  w  najniższych  stężeniach.  Spośród  ekstraktów  wszystkich  stadiów

rozwojowych  C.  vomitoria wewnętrzne  frakcje  lipidowe  samców  wykazują  najniższe  stężenie

hamujące  wzrost  R.  equi i  B.  subtilis (0,256  mg/ml)  oraz  S.  aureus (0,512 mg/ml).  Minimalne

stężenie wewnętrznych frakcji lipidowych samic hamujące wzrost R. equi, B. subtilis oraz S. aureus

wynosi 0,512 mg/ml.  Również wewnętrzne frakcje  lipidowe larw wykazują działanie  w stężeniu

0,512  mg/ml  w  stosunku  do  R.  equi i  S.  aureus.  Ekstrakty  kutykularne  wszystkich  stadiów

rozwojowych i  wewnętrzne  frakcje  lipidowe poczwarek  C. vomitoria  wykazują  znacznie  słabsze

działanie  hamujące  wzrost  wszystkich  analizowanych  mikroorganizmów  (R.  equi,  B.  subtilis,  

S. aureus, C. albicans,  C. lipolytica,  C. tropicalis,  A.  niger).  Żaden z ekstraktów kutykularnych  
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i  wewnętrznych  nie  hamuje  wzrostu  C.  albicans,  C.  lipolytica,  C.  tropicalis i  A.  niger 

(MIC 2,048 mg/ml). 

7. Przegląd literatury, podsumowanie badań chemicznych i biologicznych

Dzięki przeprowadzonym badaniom chemicznym i biologicznym oraz opracowaniu dostępnej

literatury dotyczącej podjętego tematu przygotowano materiały podsumowujące, opublikowane jako

artykuły przeglądowe [H2], [H12]. W publikacji [H2] opisano składy i rolę kutykularnych frakcji

lipidowych  wybranych  gatunków  owadów,  metody  określania  wrażliwości  owadów  na  infekcje

grzybicze,  metody  badania  wpływu  kwasów  tłuszczowych  na  wzrost  i  patogeniczność

entomopatogenicznych grzybów, metody analiz składu kutykularnych frakcji lipidowych owadów  

(w tym metody ekstrakcji, SPME (Solid-Phase Microextraction), SI (Solid Injection), chromatografię

kolumnową,  HPLC,  TLC  i  GC/MS)  oraz  metody  otrzymywania  pochodnych  do  analiz

chromatograficznych. W publikacji [H12] opisano biologiczne metody kontrolowania szkodliwych

owadów,  składy  frakcji  lipidowych  wybranych  gatunków  owadów  oraz  zastosowanie  technik

chromatograficznych  używanych  do  analiz  związków  pochodzenia  owadziego:  chromatografię

cieczową, chromatografię gazową i techniki łączone.

Podsumowanie

W czternastu oryginalnych pracach określono skład ilościowy i jakościowy frakcji lipidowych

ośmiu gatunków owadów (M. domestica, C. vomitoria, C. vicina, L. sericata, S. carnaria, D. pini, 

F. nigra i Z. atratus) oraz badano wpływ zidentyfikowanych związków na wzrost grzybów i bakterii.

W  dwóch  pracach  przeglądowych  opisano  metody  analiz  związków  obecnych  we  frakcjach

lipidowych  jako  potencjalnych  biofungicydów  oraz  zastosowanie  technik  chromatograficznych  

do rozdzielania i identyfikacji związków owadzich.

 Podczas  analiz  w  większości  przypadków  wykonano  trójstopniową  ekstrakcję  związków

obecnych na kutykuli i wewnątrz owadów. Jedynie podczas ekstrakcji frakcji lipidowej z wylinek 

D. pini, z całych owadów  F. nigra i z ciała tłuszczowego  Z. atratus  zastosowano pojedynczą lub

dwukrotną  ekstrakcję.  Otrzymane  ekstrakty  frakcji  lipidowych  rozdzielono  na  grupy  związków

(HPLC-LLSD).  Następnie  określono  skład  jakościowy  i  ilościowy  związków  obecnych  

na powierzchni i wewnątrz analizowanych gatunków owadów za pomocą technik GC i GC/MS. 

W  kutykularnych  i  wewnętrznych  frakcjach  lipidowych  owadów  zidentyfikowano  kwasy

tłuszczowe, alkohole, n-alkany, estry, sterole oraz 19 związków nietypowych dla owadów.  Kwasy

tłuszczowe są główną grupą związków frakcji lipidowych owadów. Związki te były zidentyfikowane

w larwach  F.  nigra,  w larwach  i  poczwarkach  D.  pini,  C.  vicina  i  Z.  atratus oraz  w  larwach,
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poczwarkach,  samcach i  samicach  L.  sericata,  C.  vomitoria  oraz S.  canaria.  W kutykularnych  

i wewnętrznych frakcjach lipidowych analizowanych gatunków owadów występują kwasy nasycone

i nienasycone, zarówno o parzystej, jak i nieparzystej liczbie atomów węgla. Związków o parzystej

liczbie atomów węgla jest zazwyczaj dużo więcej niż kwasów o nieparzystej liczbie, a w największej

ilości  w analizowanych  gatunkach  owadów występowały:  C14:0,  C16:1,  C16:0,  C18:1  i  C18:0.

Przykładowo,  na  powierzchni  kutykuli  samic  L.  sericata obecnych  jest  16  kwasów  od  C6:0  

do C26:0.  Jedynie frakcja  lipidowa wylinek  D. pini posiada  inny profil  kwasów tłuszczowych.  

W wylinkach larwalno-larwalnych i larwalno-poczwarkowych zidentyfikowano odpowiednio 27 i 26

nasyconych  kwasów  od  C8:0  do  C34:0.  Wszystkie  zidentyfikowane  kwasy  są  nasycone,  

a  w największych ilościach  zidentyfikowane były C20:0,  C22:0,  C26:0,  C28:0,  C30:0 i  C32:0.  

Do nietypowych kwasów tłuszczowych analizowanych gatunków owadów można zaliczyć związki 

o nieparzystej liczbie atomów węgla, np. C7:0, C9:0, C11:0, C15:0 i C17:0 oraz nienasycony kwas 

o  nieparzystej  liczbie  atomów  węgla  C17:1  występujący  wewnątrz  samic  L.  sericata.  Również

nietypowe  są  nienasycone  kwasy  tłuszczowe  o  20  atomach  węgla.  Przykładowo,  takie  związki

zwierające 4 i 5 miejsc nienasycenia zidentyfikowano we frakcjach lipidowych  L. sericata. Może 

to  być  cecha  charakterystyczna  muchówek,  ponieważ  w  innych  gatunkach  owadów  

nie zidentyfikowano tych związków. 

Alkohole były zidentyfikowane w ekstraktach larw i poczwarek Z. atratus oraz we frakcjach

lipidowych larw, poczwarek, samców i samic L. sericata, M. domestica  i  C. vomitoria. Wszystkie

zidentyfikowane alkohole  posiadają  parzystą liczbę atomów węgla i  są nasycone.  Przykładowo,  

w  kutykularnych  frakcjach  lipidowych  larw,  poczwarek,  samców  i  samic  L.  sericata

zidentyfikowano odpowiednio 4, 9, 5 i 7 alkoholi od C10:0 do C28:0. W największych ilościach

występują  C16:0  w  ekstraktach  larw,  C24:0  we  frakcjach  lipidowych  poczwarek  oraz  C18:0  

we  frakcjach  lipidowych  samców  i  samic.  Alkohole  wewnętrzne  występują  tylko  we  frakcjach

lipidowych  samców  i  samic  L.  sericata w  śladowych  ilościach.  W  ciele  tłuszczowym  larw  

i poczwarek Z. atratus stwierdzono obecność tylko 5 alkoholi. W największych ilościach występował

alkohol C10:0 i stanowił on 91,7% alkoholi w ciele tłuszczowym larw kontrolnych oraz 67,5% w

ciele tłuszczowym larw po 48 godzinach od wstrzyknięcia hormonu AKH. W ciele tłuszczowym

kontrolnych poczwarek alkohol C10:0 stanowił 79,2% oraz 83,2% w ciele tłuszczowym poczwarek

po 24 godzinach od wstrzyknięcia hormonu AKH. 

We frakcjach lipidowych larw, poczwarek, samców i samic  L. sericata zidentyfikowano  

n-alkany. Na powierzchni kutykuli larw zidentyfikowano 7 n-alkanów do C23 do C31, natomiast  

we frakcjach poczwarek, samców i samic zidentyfikowano znacznie więcej n-alkanów, odpowiednio

18, 17 i 16 do C12 do C31. W larwach i poczwarkach dominują C27, C29 i C31, a w samcach  
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i  samicach  C23,  C25  i  C27.  We  wnętrzu  larw,  poczwarek,  samców  i  samic  L.  sericata

zidentyfikowano odpowiednio 5, 7, 5 i 4 n-alkany zawierające od 23 do 31 atomów węgla. Zarówno

w kutykularnych frakcjach lipidowych, jak i wewnętrznych dominują n-alkany o nieparzystej liczbie

atomów węgla. 

Estry metylowe kwasów tłuszczowych zostały zidentyfikowane w ciele tłuszczowym larw 

i  poczwarek  Z.  atratus  oraz  na  powierzchni  i  wewnątrz  larw,  poczwarek,  samców  i  samic  

C.  vomitoria.  Na  powierzchni  kutykuli  larw,  poczwarek,  samców  i  samic  C.  vomitoria

zidentyfikowano  odpowiednio  6,  7,  5  i  7  estrów,  a  wewnątrz  odpowiednio  9,  10,  6  i  7  estrów

metylowych  kwasów  tłuszczowych.  Zidentyfikowano  nasycone  i  nienasycone  estry  zawierające

zarówno parzystą, jak i nieparzystą liczbę atomów węgla, choć estrów o nieparzystej liczbie atomów

węgla jest więcej i występują w większych ilościach. Głównymi estrami larw, poczwarek, samców 

i  samic  C.  vomitoria są  C17:1  i  C19:1.  W  ciele  tłuszczowym  larw  i  poczwarek  Z.  atratus

zidentyfikowano  15  estrów  metylowych,  a  w  największej  ilości  występują  następujące  estry

metylowe kwasów: C16:0, C18:2, C18:1 i C18:0. 

Cholesterol  występuje  na  powierzchnii  kutykuli  i  wewnątrz  następujących  gatunków

owadów:  M.  domestica, L.  sericata, C.  vicina,  C.  vomitoria, S.  canaria i  Z.  atratus. Spośród

analizowanych gatunków zawartość kutykularnego cholesterolu samic  S. carnaria jest najwyższa.  

W analizowanych gatunkach owadów zawartość cholesterolu wewnętrznego jest znacznie wyższa

niż  kutykularnego.  Najwyższą  jego  zawartość  stwierdzono  w larwach,  poczwarkach,  samcach  

i  samicach  L.  sericata.  Oprócz  cholesterolu  inne  sterole  były  identyfikowane  w  larwach  

M. domestica oraz w larwach i poczwarkach Z. atratus. W kutykularnych i wewnętrznych frakcjach

lipidowych larw, poczwarek, samców i samic  M. domestica zidentyfikowano 7 steroli: cholesterol,

kampesterol,  kampestanol,  stigmasterol,  sitosterol,  sitostanol i  fukosterol  (zidentyfikowany tylko  

w  larwach).  Na  powierzchni  kutykuli  larw  i  poczwarek  M.  domestica w  największej  ilości

występował  sitosterol  (odpowiednio  74,0%  i  57,9%),  a  na  powierzchni  samców  i  samic  

w  największej  ilości  występował  cholesterol  (odpowiednio  79,9%  i  76,3%).  Wewnątrz  larw,

poczwarek,  samców  i  samic  M.  domestica w  największej  ilości  występował  cholesterol

(odpowiednio 54,7%, 57,4%, 73,2% i 75,1%). W ciele tłuszczowym larw i poczwarek  Z. atratus

zidentyfikowano tylko 2 sterole: cholesterol i sitosterol. Po wstrzyknięciu hormonu AKH larwom, 

po 24 godzinach zawartość cholesterolu wzrosła, a po 48 godzinach zmalała, natomiast zawartość

cholesterolu w poczwarkach maleje zarówno po 24, jak i po 48 godzinach. 

We frakcjach  lipidowych  zidentyfikowano  19 związków nietypowych  dla  owadów:  kwas

dehydroabietynowy, kwas azelainowy, kwas sebacynowy, kwas 2-metylo-2-hydroksybutanowy, kwas

fenylooctowy,  kwas  fenylopropionowy,  2,4-dekadienal,  octan  tokoferolu,  uracyl,  9-trikozen,
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monoolinian glicerolu, ester dimetylowy kwasu suberynowego, ester butylowy kwasu stearynowego,

ester decylowy kwasu oktanowego,  ester etylowy kwasu heksadekanowego, ester etylowy kwasu

oktadekenowego, ester decylowy kwasu oktanowego, ester etylowy kwasu oktadekanowego i ester

tetradecylowy kwas oktanowego. Funkcje tych związków pozostają w większości nieznane, jednak

spośród nich 9-trikozen jest  znanym feromonem owadów, a niektóre z tych związków wykazują

właściwości przeciwgrzybicze.

W celu stwierdzenia w jakich stadiach rozwojowych owadów mogą znajdować się związki  

o  właściwościach  przeciwgrzybiczych  lub  przeciwbakteryjnych  określono  wrażliwość  różnych

stadiów  rozwojowych  siedmiu  gatunków  owadów  na  infekcję  C.  coronatus i  stwierdzono,  

że niewrażliwe są: larwy i poczwarki  M. domestica, M. vomitoria i  L. sericata.  Przeprowadzono

również  badania  wpływu związków owadzich  na  grzyby  (w tym entomopatogeniczne),  bakterie

Gram  (+)  i  bakterie  Gram  (-).  W tym  celu  wyznaczono  minimalne  stężenie  hamujące  wzrost

mikroorganizmów  pod  wpływem:  kwasów  tłuszczowych,  alkoholi,  estrów  metylowych  kwasów

tłuszczowych, związków nietypowych dla owadów, ekstraktów frakcji  lipidowych oraz mieszanin

kwasów tłuszczowych,  alkoholi  i  estrów metylowych.  Wyznaczono  również  strefy  zahamowania

wzrostu mikroorganizmów pod wpływem kwasów tłuszczowych. Najniższe wartości MIC uzyskano

dla kwasów tłuszczowych C7:0, C8:0, C9:0 i C10:0 w stosunku do L. lecanii (0,016 mg/ml) oraz dla

C9:0  i  C10:0  w  stosunku  do  B.  bassiana (Dv-1/07)  (0,016  mg/ml).  Wzrost  P.  lilacinus,  

P. fumosoroseus, M. anisopliae i B. bassiana (Tve-N39) hamują również kwasy C7:0, C8:0, C9:0  

i C10:0 (MIC 0,032 mg/ml), natomiast kwas C12:0 hamuje wzrost L. lecanii  (MIC 0,032 mg/ml), 

a kwasy C7:0, C8:0 i C12:0 hamują wzrost B. bassiana (Dv-1/07) (MIC 0,032 mg/ml). Kwas C11:0

hamuje  wzrost P.  lilacinus,  P.  fumosoroseus,  L.  lecanii,  M. anisopliae, B.  bassiana (Tve-N39),  

B.  bassiana (Dv-1/07)  oraz  C.  albicans w  stężeniu  0,032  mg/ml.  Największy  wpływ

przeciwbakteryjny stwierdzono  dla kwasów C8:0,  C9:0  i  C16:1.  Średnica strefy  zahamowania

wzrostu wynosiła od 14 do 17 mm, a nawet do 22 mm dla kwasu C16:1. Analizowany był również

wpływ mieszanin  kwasów tłuszczowych  larw  F.  nigra  oraz larw,  poczwarek,  samców i  samic  

S. carnaria. Na podstawie badań stwierdzono, że mieszaniny tych związków nie wpływają znacząco

na wzrost grzybni.  Kolejne badania wykazały, że alkohole i ich mieszaniny nie posiadają silnych

właściwości przeciwgrzybiczych. Najniższe wartości MIC uzyskano dla alkoholu C14:0 w stosunku

do B. subtilis ATCC 6633, R. equi ATCC 6939 i S. aureus ATCC 25923 (odpowiednio 0,064, 0,128 i

0,128 mg/ml),  natomiast  alkohol  C14:0  hamuje  wzrost M.  anisopliae  w stężeniu  0,256 mg/ml  

i  B. bassiana DV-1/107  oraz P.  fumosoroseus  w stężeniu 0,512 mg/ml.  Estry metylowe kwasów

tłuszczowych  i  ich  mieszaniny  również nie  wykazują  właściwości  przeciwgrzybiczych.  Spośród

nietypowych  związków  dla  owadów  największe  właściwości  przciwgrzybicze  wykazuje  
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2,4-dekadienal, który hamuje wzrost  B. subtilis  (0,064 mg/ml), E. faecalis  (0,128 mg/ml), R. equi

(0,064 mg/ml), S. aureus (0,064 mg/ml) i S. epidermidis (0,064 mg/ml). 

Podsumowując można stwierdzić, że zastosowane techniki analityczne przygotowania próbek,

a także analizy jakościowej i ilościowej związków pochodzenia owadziego oraz analizy dotyczące

właściwości  biologicznych  zidentyfikowanych  związków  są  odpowiednie  do  tego  typu  badań.

Pozwalają one na zidentyfikowanie całego spektrum związków o różnej polarności oraz określenie

ich właściwości przeciwgrzybiczych i przeciwbakteryjnych. Niniejsze osiągnięcie oprócz aspektów

poznawczych z dziedziny patologii owadów może mieć w przyszłości również znaczenie praktyczne

dzięki wykorzystaniu związków owadzich  jako bioinsektycydy lub jako środki przeciwgrzybicze  

czy ewentualnie przeciwbakteryjne.
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5. Omówienie pozostałych osiągnięć naukowo-badawczych

Pozostałe osiągnięcia naukowo-badawcze można podzielić na następujące grupy tematyczne:

 Analiza  jakościowa  i  ilościowa  oraz  aktywność  biologiczna  związków  pochodzenia

owadziego i grzybiczego: 

Identyfikacja i analiza ilościowa składu związków kutykularnych  Frankliniella occidentalis

[U1], Blatta orientalis i Blattella germanica [U38] oraz Acanthoscelides obtectus (Say) [U10];
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Analiza  składu  kutykularnych  kwasów  tłuszczowych  występujących  w  kutykuli  larw

Calliphora  vicina,  Dendrolimus  pini  i Galleria  mellonella oraz  określenie  wpływu  tych

kwasów  na  oporność  owadów  na  infekcję  grzybiczą  [U4];  Określanie  wpływu  kwasów

tłuszczowych  na  wzrost  i  patogeniczność  entomopatogenicznych grzybów  [U21,  U35];

Określanie wpływu wydzieliny wytwarzanej przez kuczmany na wzrost mikroorganizmów

[U39]; Zastosowanie technik chromatograficznych [U36] i metod jakościowych i ilościowych

[U33] w analizie związków pochodzenia owadziego; Wstępna identyfikacja alkoholi [U34] 

i innych związków o potencjalnej aktywności biologicznej [U37] we frakcjach lipidowych

owadów;  Zastosowanie  technik  chromatograficznych  do  analizy  metabolitów  wtórnych

entomopatogenicznych  grzybów  [40];  Wpływ  hormonu  AKH  na  metabolizm  larw  

i poczwarek Zophobas atratus [U44]; 

 Analiza  jakościowa  i  ilościowa  oraz  aktywność  biologiczna  związków  pochodzenia

roślinnego:

Identyfikacja  i  analiza  ilościowa  składu  olejków  eterycznych  dostępnych  komercyjnie:

imbirowego,  miętowego  i  z  pąków  czarnej  porzeczki  [U12]  oraz  eukaliptusowego,

sosnowego,  ylang-ylang  i  jałowcowego  [U16];  Określenie  zawartości  katechiny  

i  epikatechiny w skórce jabłek odpornych i  nieodpornych na parcha jabłoniowego [U23];

Analiza jakościowa i ilościowa metabolitów wtórnych obecnych w pędach lub korzeniach

rośliny  Ruta graveolens L. po poddaniu jej działaniu elicytora biotycznego (Agrobacterium

rhizogenes [U15],  Pectobacterium atrosepticum i  Bacillus sp. [U5]); Zastosowanie metody

Simplex  do  analizy  kumaryn  i  furanokumaryn  techniką  LC [U7];  Analiza  kutykularnych

wosków bakłażana [U14],  Solanum macrocarpon L. [U27] i wierzby [U11]; Zastosowanie

HS-SPME/GC do analizy jakościowej i ilościowej terpenów w igłach jałowca [U17]; Analiza

aktywności  biologicznej  -amyryny  [U29];  Analiza  składu  i  aktywności  biologicznejɑ

ekstraktów z  Rhaponticum carthamoides [U45].  Zastosowanie HPLC w analizie związków

roślinnych  [U25];  Zastosowanie  technik  chromatograficznych  w  analizie  związków

pochodzenia  roślinnego i  owadziego [U32];  Badanie  wpływu wosków powierzchniowych

ziemniaka na zachowanie stonki ziemniaczanej [U51].

 Analiza jakościowa i ilościowa związków pochodzenia zwierzęcego:

Identyfikacja lipidów pasożytniczych nicieni Anisakis simplex i dorsza Gadus morhua [U20];

Analiza porównawcza składu kwasów tłuszczowych i steroli w lipidach krewetek i  śledzi

[U28];  Identyfikacja  lipidów  krewetek  złowionych  w Bałtyku  [U41];  Porównanie  składu

lipidów krewetek złowionych wiosną i zimą [U43]; Analiza składu lipidów krewetek w cyklu

rocznym [U47]; 
 Analiza zanieczyszczeń środowiska 
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Opracowanie metody analizy perfluorowanych kwasów karboksylowych z wykorzystaniem

technik  GC  i  GC/MS  [U26];  Opracowanie  metodyki  oznaczania  lotnych  kwasów

tłuszczowych  w  wodzie  powierzchniowej  [U8];  Badanie  mechanizmów  sorpcji  cieczy

jonowych  [U2];  Zastosowanie  trimetylosilylodiazometanu  (TMSD)  do  otrzymywania

pochodnych  niesteroidowych  leków  przeciwzapalnych  [U22];  Identyfikacja  produktów

rozpadu cieczy jonowych w procesach oczyszczania ścieków [U3, U13, U18]; Zastosowanie

metody  Fentona  do  degradacji  cieczy  jonowych  [U19];  Określenie  parametrów  fizyko-

chemicznych  do oceny wpływu  na  środowisko wybranych  cieczy  jonowych  [U30];

Zastosowanie  procesów  utleniania  do  usuwania  cieczy  jonowych  z  wody  [31];  Ocena

wpływu cieczy jonowych na linie komórkowe i aktywność enzymatyczną [U9]; Identyfikacja

lotnych składników ścieków z instalacji oksydacji asfaltów [U24]; Analiza zawartości rtęci  

w glebie [U49] i osadach dennych [U50].
 Badania strukturalne układów polisacharydowych 

Określenie struktury chemicznej produktów degradacji O-polisacharydów (OPS)  Salmonella

Dakar [U6]; Analiza struktury O-polisacharydów Salmonella Uccle [U42]; 
 Zastosowanie technik spektroskopowych

Analiza  składu  chemicznego  historycznych  materiałów  artystycznych  z  Muzeum

Narodowego w Krakowie [U46]. Analiza zawartości polonu w tytoniu rosnącym w Polsce

[48].
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7. Dalsze plany naukowe

Analiza  związków pochodzenia  naturalnego,  zwłaszcza  związków wykazujących  aktywność

biologiczną  jest  bardzo  ważna  nie  tylko  ze  względów  poznawczych,  ale  może  stanowić  źródło

związków aktywnych biologicznie.  Dotychczas  analizowane  były lipidy  owadów, które  nie  były

poddane stresowi środowiskowemu. Obecne plany obejmują cztery główne kierunki badań:

1. Wspólnie z pracownikami  Instytutu Parazytologii PAN w Warszawie  zaplanowane zostały  

i  są  już  prowadzone  badania  lipidów  owadów,  które  zostały  zainfekowane

entomopatogenicznymi  grzybami  oraz  poddane  działaniu  insektycydów.  Pierwsze  uzyskane

wyniki  wskazują  na to,  że skład  jakościowy i  ilościowy związków kutykularnych owadów  

się  zmienia,  więc  reakcją  obronną owadów jest  prawdopodobnie  synteza  nowych związków

obronnych,  które  mogą  posiadać  aktywność  biologiczną,  które  z  kolei  będzie  można

wykorzystać  np.  w  medycynie  lub  jako  środki  do  zwalczania  pasożytów.  Wspólnie  
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z  pracownikami  tej  Jednostki  badane  są  również  metabolity  wtórne  entomopatogenicznych

grzybów  pod  kątem  poszukiwania  związków  aktywnych  biologicznie.  Grzyby  hodowane  

są w różnych warunkach, tak aby w zależności od tych czynników mogły wytwarzać różnorodne

metabolity wtórne.

2.  Kontynuowana  również  (i  rozszerzana)  będzie  współpraca  z  pracownikami  Uniwersytetu

Gdańskiego  Wydziału  Biologii.  Wspólnie  zaplanowane  są  badania  owadów  poddanych

stresowi.  Owady będą  karmione  pożywieniem z  zarodnikami  grzybów,  z  środkami  ochrony

roślin  i  z  antybiotykami.  Sprawdzany  będzie  wpływ  tych  czynników  na  indukcję  syntezy

związków o silnych właściwościach biologicznych (substancji obronnych), które można będzie

użyć w celu przygotowania preparatów biobójczych.  

3. Obecnie rozpocząłem również analizy chemiczne pomidorów zarażonych i niezarażonych szarą

pleśnią.  Przędziorki,  które  są  szkodnikami  pomidorów  lepiej  rozwijają  się  na  pomidorach

zarażonych  szarą  pleśnią.  Obserwacje  te  zostały  poczynione  przez  pracowników  Instytutu

Ochrony  Roślin  w Poznaniu i  dlatego też  wspólnie  z  nimi  będę  starał  się  zidentyfikować

metabolity wtórne roślin zarażonych i niezarażonych oraz metabolity grzybów odpowiedzialne

za ten stan rzeczy. Tematyka tej współpracy jest bardzo interesująca, ponieważ  prawdopodobnie

metabolity wtórne tych organizmów posiadają silnie właściwości biologiczne.

4.  Czwarty  temat  będzie  podjęty  wspólnie  z  pracownikami  Uniwersytetu  Przyrodniczo-

Humanistycznego w Siedlcach.  Pracownicy tego Uniwersytetu zidentyfikowali  dwa gatunki

grzybów z rodzaju  Hirsutella  (Hirsutella  danubiensis i  H. vandergeesti),  których metabolity

wtórne  zostaną  przebadane  pod  kątem  poszukiwania  „nowych”  związków  aktywnych

biologicznie.  Będą  też  analizowane  metabolity  wtórne  przędziorków  infekowanych  tymi

grzybami. 
Wszystkie  zidentyfikowane  związki  będą  badane  pod  kątem  aktywności  biologicznej  

w  Instytucie  Parazytologii  PAN  w  Warszawie  i  na  Wydziale  Farmaceutycznym  Gdańskiego

Uniwersytetu  Medycznego.  Identyfikacja  metabolitów  wtórnych  roślin,  owadów,  roztoczy  

i  grzybów  może  pozwolić  w  przyszłości  na  dostarczenie  „nowych”  związków  aktywnych

biologicznie, które mogą być stosowane w medycynie, chemii i rolnictwie.
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