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Lipidy to wyjatkowo réznorodna grupa zwigzkdéw organicznych trudna do jednolitego
zdefiniowania pod wzgledem chemicznym. Sa to zwigzki powszechnie wystepujace
w organizmach zywych, nierozpuszczalne lub bardzo stabo rozpuszczalne w wodzie, a dobrze
rozpuszczajace si¢ w rozpuszezalnikach organicznych. Szczegoétowy ich opis tacznie
z podzialem na 16 klas tych zwigzkow i ich blizsza charakterystyka znajduje si¢ w skrypcie
do ¢wiczen pt. ,,Molekularna organizacja komorki. II. Lipidy, liposomy i btony biologiczne”
pod redakcja: A. Kozubek, A.F. Sikorski, Jan Szopa. Wyd. Uniwersytet Wroctawski. 1993r.
Zasadniczo lipidy petnig funkcje jako:

Material zapasowy — utlenianie 1 grama lipidu dostarcza organizmowi 9 kilokalorii, czyli,
okoto 37 kI energii, podczas gdy utlenienie innego materialu zapasowego organizmu,
a mianowicie glikogenu, tylko 4 kcal. Glikogen wystgpuje w organizmie w postaci silnie
uwodnionej (okoto 65% masy glikogenu stanowi woda), w rzeczywistosci wige 1 gram lipidu
dostarcza organizmowi nieomal 7 X wiegcej energii niz 1 gram glikogenu. Thuszcz jest
deponowany w cytoplazmie komorek thuszczowych we wszystkich tkankach, jest wigc
rozproszony, w przeciwienstwie do glikogenu, ktory jest magazynowany w watrobie.
Skladniki blon biologicznych — w ich budowie uczestnicza przede wszystkim fosfolipidy,
glikolipidy i cholesterol.
Substancje o aktywnosci biologicznej — hormony kory nadnerczy (kortyzol aldosteron),
hormony plciowe (testosteron, estradiol), witaminy (A, E, K, D), prostaglandyny.
Material ochronny — na zewnetrznych powierzchniach roslin i zwierzat, sktadniki ochronne
scian komorkowych wielu bakterii i komoérek roslinnych.

Sposrod wszystkich klas lipidow najbardziej rozpowszechnione sa triacyloglicerole
(thuszcze proste, thuszcze wlasciwe, thuszcze obojetne, acyloglicerydy).
Triacyloglicerole (nazywane zwyczajowo trojglicerydami) sg estrami alkoholu glicerolu
1 kwaséw thuszczowych o przyktadowym wzorze:
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Rys. 8.1. Wzor 1,2-distearoilo-3-oleilo-glicerolu

Sposrod kwasow tluszczowych, jako sktadnik triacylogliceroli najczesciej wystepuja
kwasy tluszczowe z szesnasto- 1 osiemnastoweglowym tancuchem, czyli odpowiednio kwas
palmitynowy 1 stearynowy oraz jego nienasycone analogi - kwas oleinowy, linolowy
1 linolenowy (Tab. 8.1).

Bioragc pod uwage liczbe atoméw wegla w czasteczce kwasu thuszczowego, liczbe
1 potozenie wigzan podwojnych, tancuch prosty lub rozgaleziony, obecno$¢ innych
podstawnikow (grupy hydroksylowe, ketonowe, epoksydowe) oraz rézne kombinacje tych
cech tatwo zauwazy¢, ze i1lo$¢ mozliwych rodzajow kwasow thuszczowych jest olbrzymia.
Kwasy tluszczowe pochodzenia naturalnego maja z reguly parzystg liczbe atomow wegla.

W organizmach zywych kwasy tluszczowe nie wystqpujq w stanie wolnym.
Uwaga! W kwasach tluszczowych atomy wegla numerujerny od strony grupy karboksylowe;.
Tak, wiec zapis kwas 6, 9, 12 oktadekatrienowy wskazuje, ze potozenie podwojnego wigzania
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znajduje sie¢ miedzy 61 7, 91 10, 12 1 13 atomem wegla liczac jako pierwszy wegiel grupy
karboksylowe;.

Kwasy tluszczowe nasycone w temperaturze pokojowej sg ciatami stalymi, a kwasy
nienasycone w tych warunkach sg w stanie ptynnym. Cecha ta jest przenoszona na
triacyloglicerole. Tak wigc tluszcze roslinne (oleje) sa z reguly ptynne gdyz w sktadzie ich
triacylogliceroli wu;kszy jest procentowy udziat jedno- i1 wielonienasyconych kwasow
tluszczowych, niz w tluszczach zwierzgeych (Tab. 8.2). Zarowno w materiatach roslinnych
Jak 1 zwierzgeych przynajmniej jeden z kwasow tluszczowych w triacyloglicerolu jest prawie
zawsze nienasycony. Triacyloglicerol, w skladzie ktorego wszystkie kwasy tluszczowe sa
nasycone np. tristearoiloglicerol nie jest w temp. pokojowej ciatem mazistym tak jak thuszcze
zwierzece, ale cialem statym w dotyku przypominajacym talk lub wysuszone mydto.

8.1. CHARAKTERYSTYKA NIEKTORYCH OLEJOW ROSLINNYCH

Olej rzepakowy — jego wyrdznikiem jest wysoka zawarto$¢ kwasu erukowego, ktory jest
szkodliwy w zywieniu, dlatego od wielu lat prowadzi si¢ intensywne badania nad odmianami
o niskiej zawartosci tego zwigzku. Olej rzepakowy konsumpcyjny pochodzi z odmian
o niskiej zawarto$ci kwasu erukowego (zawiera okoto 2% kwasu erukowego — podczas gdy
normalny olej rzepakowy zawiera tego kwasu 40-60%). Kwas erukowy jest szczegOlnie
szkodliwy dla dzieci i moze by¢ przyczyng uszkodzenia mig$nia sercowego.

Olej Iniany — jest wyjatkowy pod wzgledem zawartosci trdjnienasyconego kwasu
thuszczowego (kwasu linolenowego). Nadzwyczaj cenny w zywieniu 1 rzadko spotykany
w handlu jako olej spozywczy gdyz wysoka zawarto$¢ tego kwasu sprawia, ze bardzo szybko
podlega procesom degradacji. Olej Iniany nalezy do tzw. olejow schnacych. Rozprowadzony
cienkg warstwa, przy udziale tlenu powietrza ,,wysycha” tworzac na powierzchni elastyczng
twardg 1 odporng na wplywy atmosferyczne bton¢. Ta cecha sprawia, ze od dawna jest
stosowany do produkcji farb olejnych oraz zabezpieczania drewna przed gniciem 1 wptywami
atmosferycznymi. Wysychanie oleju Inianego mozna przyspieszy¢ niektorymi dodatkami 1 w
tej postaci wystepuje w handlu pod nazwg pokostu Inianego.

Olej z nasion wiesiolka lub ogdrecznika lekarskiego — w odroznieniu od olejow
spozywczych zawieraja okoto 10% kwasu gammalinolenowego (GLA). Kwas ten jest
niezbedny w organizmie dla syntezy jednej z serii prostaglandyn. Ze wzgledu na wtasciwosci
lecznicze znalazl zastosowanie jako lek wspomagajacy, stosowany w przypadkach egzemy
atopowej, syndromie przedmenstruacyjnym, syndromie suchos$ci oczu i §luzéwek, przy
artretyzmie, dla zmniejszenia poziomu cholesterolu we krwi 1 przy schorzeniach skory.

Do olejow spozywczych uzywanych na szersza skale nalezy jeszcze olej sezamowy,
palmowy oraz bawelniany. Poza uzyciem do bezposredniej konsumpcji, oleje spozywcze
stuza do wyrobu margaryn, a takze do celow technicznych (przede wszystkim do wyrobu
mydta).

8.2. EKSTRAKCJA LIPIDOW

Dla rozpuszczalnosci thuszczu w rozpuszczalniku organicznym zasadnicze znaczenie ma
stopien polarnosci lipidu.

Generalnie lipidy apolarne (karotenoidy, estry steroli, sterole, woski, triacyloglicerole)
lepiej rozpuszczaja si¢ w rozpuszczalnikach o matej polarnosci (chloroform, heksan, benzen)
a lipidy bardziej polarne (kwasy tluszczowe, lipidy fenolowe) w acetonie, eterze etylowym,
octanie etylu, alkoholu propylowym, acetonitrylu.



Zwiazki zawierajace silnie polarng grupe¢ i dtugie hydrofobowe tancuchy np. fosfolipidy
zle si¢ rozpuszczajg w pojedynczych rozpuszczalnikach:
— niepolarnych ze wzgledu na silnie polarng grupe np. fosforanowa
— polarnych, ze wzgledu na dhugie hydrofobowe lancuchy boczne np. kwasow
thuszczowych
Tego typu zwiazki najlepiej rozpuszczajg si¢ w mieszaninach rozpuszczalnikow polarnych
z niepolarnymi np. heksanu z alkoholem propylowym lub chloroformu z metanolem.

Ekstrakcja lipidéw z materialéw suchych — takich jak nasiona ro$lin, nastr¢cza mniej
klopotow 1 wymaga mniej szej objetosci rozpuszczalnikow niz ekstrakcja z materiatow
zawierajagcych wodg np. czgscei zielone ro§lin, tkanki i narzady zwierzgce. Ekstrakcjg t¢ mozna
prowadzi¢ pojedynczym rozpuszczalnikiem, co umozliwia pewng jej wybidrczo$¢ w stosunku
do niektorych klas lipidow.

Ekstrakcja z materialow zawierajacych wode — rozpuszczalnikami mieszajagcymi si¢
z wodg (metanol, alkohol etylowy, aceton) ma sens tylko wowczas jesli uzyjemy duzego
nadmiaru rozpuszczalmka (co najmniej dwudziestokrotnego) w stosunku do objetosci proby,
a to dlatego, ze nawet niewielki procent wody drastycznie zmniejsza rozpuszczalnosc lipidow.
W tym wypadku ekstrakcje najlepiej przeprowadzi¢ uktadem mieszajacych si¢ w dowolnym
stosunku rozpuszczalnlkow np. chloroform : metanol, heksan : izopropanol. Obecnos¢ wody
w probie, sprawia, ze mieszanina ta rozwarstwia si¢ tworzac po ekstrakcji dwie fazy:

metanolowo—wodng 1 chloroformowo—metanolowg (lub izopropanol :

woda 1 heksan :

propanol). Po ekstrakcji tymi mieszaninami czgsto tworzy si¢ emulsja, aby przyspieszy¢
utworzenie si¢ dwoch faz, ekstrakt nalezy odwirowac.

Tab. 8.3. Charakterystyka najczesciej uiywanych rozpuszczalnikow

nazwa c1€,:zz'1r temp. mieszalnos¢ .
rozpuszczalnika whasciwy wrzenia zwoda uwaglt
w 15°C
aceton 0,79 56,2 nieograniczona palny
etanol 0,79 78,3 nieograniczona palny
metanol 0,796 64,6 nieograniczona palny,silnie trujacy
propanol 0,80 97,2 nieograniczona palny
izopropanol 0,79 82,0 nieograniczona palny
chloroform 1,5 61,2 nie miesza si¢ palny, narkotyczny, toksyczny
tetrachlorometan 1,58 76,7 nie miesza si¢ niepalny,trujacy
w 100ml wody
eter etylowy 0,72 34,6 rozpuszcza si¢ ok. | palny, wybuchowy, narkotyczny
8ml eteru

octan etylu 0,89 77,1 jak wyzej palny, narkotyczny
heksan 0,69 68,5 nie miesza si¢ palny
pentan 0,62 36,0 nie miesza si¢ palny
acetonityl 0,78 81,6 nieograniczona palny, trujacy




Zaleta stosowania tego rodzaju mieszanin do ekstrakeji, jest to, ze do fazy zawierajacej
wode przechodzi caly szereg zwigzkow, ktore nie 59 11p1dam1 a rozpuszczajg si¢
w rozpuszczalnikach organicznych. Uzyskany ekstrakt mozna powtornie wytrzasa¢ z woda
usuwajac z niego zanieczyszczenia.

Mieszaniny typu: polarny rozpuszczalnik z niepolarnym  rozpuszczalnikiem
charakteryzuja si¢ tym, ze dobrze rozpuszczaja wiele lipidow i w tym sensie ekstrakcja jest
najpetniejsza.

Mozna nimi ekstrahowa¢ takze materiaty suche. Jesli to konieczne, dla lepszego
oczyszczenia uzyskanego ekstraktu mozna doda¢ do niego wode. Z reguly stosuje si¢
mieszaniny o proporcjach polarnego rozpuszczalnika do niepolarnego jak 1:1, 1:2, 2:1.

Uwagi do Tabeli 8.3:

Chloroform — pod wptywem tlenu z powietrza oraz $wiatla rozktada si¢ m.in. na fosgen

(silnie trujacy gaz) i kwas solny. Chloroform znajdujacy si¢ w handlu zawiera
1% bezwodnego alkoholu etylowego ktory silnie spowalnia proces rozktadu.

Eter etylowy — najczgSciej korzysta si¢ z eteru kupowanego w aptekach (eter pro
narcosi). Jest to eter pozbawiony silnie trujgcych i reaktywnych nadtlenkow. Podobnie jak
chloroform, pod wptywem tlenu z powietrza i na $wietle ulega rozktadowi na aldehyd 1 kwas
octowy oraz tworzg si¢ nadtlenki.

Heksan, pentan s3 materialami tatwo palnymi. Dla przypomnienia: benzyna jest
mieszaning weglowodorow o ilosci atomow wegla od 5 do 9. Tak wiec pentan 1 heksan (Cs 1
Cs) sa jej najbardziej lotnymi i palnymi sktadnikami.

Etanol, metanol, aceton s3 rozpuszczalnikami, ktére nie denaturujg wielu bialek,
szczegoblnie tych o matej masie czasteczkowej. Obok typowego zastosowania tj. do ekstrakeji
lipidéw, czesto stosujemy je do odtluszczania materiatu biologicznego, z ktoérego dopiero po
odtluszczeniu mozna wydajnie ekstrahowa¢ biatka. Po odparowaniu rozpuszczalnika taki
odtluszczony 1 pozbawiony wody materiat (tzw. proszek acetonowy) mozna dlugo
przechowywac bez obawy o utrat¢ np. aktywnosci enzymatyczne;.

8.3. CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA (TLC)

Chromatografia ta wykonywana jest na plytkach wykonanych z folii aluminiowej,
plastykowej lub ze szkta, powleczonych cienka warstwa nosnika (ptytki analityczne — grubos¢
nos$nika do 0,2 mm, ptytki preparatywne okoto 2 mm). Nos$nikiem jest drobno sproszkowany
(Srednica ziaren 5-20 um) tlenek glinu, poliamid, celuloza lub dwutlenek krzemu (zel
krzemionkowy).

Plytki pokryte wymienionymi powyzej no$nikami sg powszechnie dostepne w handlu. Ze
wzgledu na wyjatkowa uniwersalno$¢ najczesciej uzywane sg plytki pokryte zelem
krzemionkowym.

Nosniki sg tak przygotowane w toku produkcji, aby miaty jak najwieksza ilo$¢
wewn%trznych por 1 kanalikow, co zwigksza powierzchni@ sorpcyjng 1 g zelu od 50 do
300 m”, a przy tym Srednica kanalikow wewn@trznych moze by¢ standaryzowana. Oznaczanie
np. — ,,zel krzemionkowy 60” — oznacza, ze przeci¢tna Srednica kanalikéw wynosi 6 nm.

Podtoze, na ktorym jest naniesiony nos$nik nie ma zadnego wplywu na rozdzial, ale nalezy
je dobiera¢ w zalezno$ci od przewidywanego sposobu uwidocznienia rozdzielonych
zwigzkow. Podloze z plastyku nie moze by¢ ogrzewane w temp. 120°C, a podtoze z folii
aluminiowej nie moze by¢ spryskiwane wywotaczami zawierajagcymi st¢zone kwasy lub
zasady.



Chromatografia na zelu krzemionkowym jest najczesciej chromatografia typu ciecz —
ciato state. Rozdzial nast¢puje pomigdzy ciekla fazg ruchoma (uktadem rozwijajacym), a statg
faza stacjonarng, na ktorej adsorbuja sie czasteczki rozdzielanych zwigzkow.

Czasteczki rozpuszczalnika konkurujg z czasteczkami substancji rozdzielanych o aktywne
miejsce na powierzchni adsorbenta w wyniku czego ustala si¢ rownowaga:

adsorbent <«—— > zwigzki rozdzielane

\ /

rozpuszczalnik

Warto tu zauwazy¢, ze szybko$¢ ustalenia si¢ tej rownowagi w odniesieniu do calej
powierzchni ziarna adsorbenta zalezy od jego wielkosci, a wigc czasu jaki jest potrzebny aby
rozdzielany zwigzek ,,wdyfundowat” 1 ,,wydyfundowal” z systemu wewnetrznych kanalikow.
Im mniejsze ziarna no$nika tym krotszy jest ten czas i tym lepszy rozdziat.

Zel krzemionkowy jak i tlenek glinu sg adsorbentami polarnymi. Im bardziej polarny jest
rozdzielany zwigzek tym w1e;ksze powinowactwo do powierzchni adsorbenta. Duze
powinowactwo wykazuja roéwniez zwigzki posiadajagce grupy zdolne do tworzenia wigzan
wodorowych.

W przypadku zwigzkoéw aromatycznych i zwiazkow o duzej masie czasteczkowej — czyli
fatwo polaryzujacych si¢, mechanizm polega na oddzialywaniu indukowanych dipoli
z powierzchnig adsorbenta.

Przesledzmy zachowania si¢ w czasie chromatografii dwoch zwiazkow: np. fosfolipidu
(polarny) i estru cholesterolu (mato polarny), w dwoch rozpuszezalnikach — chloroformie
(mato polarny) oraz izopropanolu (polarny). Jesli chromatogram rozwijamy chloroformem,
ktory ma stabe powinowactwo do no$nika nie bgdzie on przenosit fosfolipidow, ale estry
cholesterolu beda przenoszone wraz z rozpuszczalnikiem, gdyz ich powinowactwo do
powierzchni adsorbenta jest jeszcze mniejsze niz chloroformu. Rozwijajac chromatogram
w izopropanolu zauwazymy, ze obydwa zwigzki sg przenoszone. Estry cholesterolu wedruja
z czolem rozpuszczalnika, a fosfolipidy ze wzgledu na silniejsza polarno$¢ zdecydowanie
wolniej. Oczywiscie, w wielu przypadkach mechanizm jest o wiele bardziej skomplikowany,
ale podany tu schemat doskonale utatwia przewidywanie i planowanie rozdzialow.
Dodatkowo taki obraz rozdziatu jest podany na Rys. 8.2.

Pod wzgledem powinowactwa do powierzchni adsorbenta grupy funkcyjne mozna
uszeregowac nastgpujaco:

—CH=CH<-OCH;3;<-COOR<-C=0<-CHO<-SH<-NH;<-OH<-COOH
Rozpuszczalniki pod wzgledem sily eluowania sg zestawione w tak zwany szereg

eluotropowy. Stwierdzono, ze sita elucyjna rozpuszczalnika jest proporcjonalna do jego statej
dielektryczne;.

8.3.1. Detekcja lipidow w chromatografii cienkowarstwowej
Istnieje olbrzymia ilo$¢ réznorodnych przepiséw na wykazywanie w chromatogramach

roznych zwigzkoéw, réoznych grup zwigzkow, réznych grup funkcyjnych lub tez wysoce
specyficznych dla pojedynczego sktadnika.



Te zwiazki, ktore majg wilasciwosci fluorescencyjne (ewentualnie po spryskaniu
fluoresceing lub rodaming) mozna ujawnia¢ pod lampa UV. Plytki znajdujace si¢ w handlu
z reguty sg produkowane w dwoch wariantach bez i ze wskaznikiem fluorescencyjnym. Pod
lampg UV w tym przypadku na fluoryzujacym tle wida¢ ciemne plamy tych zwigzkéw, ktore
pochtaniajg w UV.

Jedna z najbardziej uniwersalnych (ujawniajacych wszystkie zwigzki organiczne) metod
,»Wywotywania” chromatogramu jest spryskiwanie ptytki stgzonym kwasem siarkowym (VI)
lub kwasem siarkowym (VI) z dichromianem potasu i ogrzewanie w temp. 180-220°C.
W tych warunkach dochodzi do zweglenia zwigzkow organicznych (czarne plamy na bialym
tle).

Inng uniwersalng metoda jest wywotywanie parami jodu (do komory, na dnie ktorej
znajduje si¢ kilka krysztatkow jodu, wktadamy suchy chromatogram i przykrywamy komore).
Jod adsorbuje si¢ na calej powierzchni plytki, ale znacznie szybciej na zwigzkach
organicznych, w efekcie po kilkunastu minutach na z6ttym tle pojawiajg si¢ bragzowe plamy
rozdzielanych zwigzkéw. Po wyciggnieciu chromatogramu z komory nalezy zaznaczy¢
np. poprzez obrysowanie, lokalizacj¢ poszczegdlnych plam, gdyz jod stosunkowo szybko
odsublimowuje z powierzchni Taka ptytke mozna powtornie wywoiaé W inny sposob.

Wywotanie parami jodu jest jedng z nieniszczacych metod ujawniania zwigzkow. Wada
tej metody jest jej niska czuto$¢.

Ze wzgledu na prostote i dobrg czuto$¢, do wywotywania lipidow najczgsciej stosuje si¢
wywotywanie kwasem fosforomolibdenowym (5-10% etanolowy roztwor kwasu
fosforomolibdenowego — spryskac ptytke i ogrzewa¢ w 105-129°C przez 5-20 minut). Plamy
rozdzielanych zwigzkéw majg ciemnoniebieski lub szary kolor na zottym tle. Reakcje t¢
wykazujg tez zwiazki organiczne, ktore ulegaja redukcji pod wplywem tlenu kwasu
fosfomolibdenowego. Nasycone kwasy ttuszczowe nie wybarwiaja si¢ w tej metodzie.

Tab. 0.2 Stale dielektryczne rozpuszczalnikow

rozpuszezalnik stala dielektryczna
€ [w temp. 20 °C]

pentan 1,84
heksan 1,89
:z;rgalcahlorek 2.4
eter dietylowy 4,24
chloroform 4,81
octan etylu 6,1

kwas octowy 6,15
izopropanol 19,0
propanol 20,8
aceton 21,2
etanol 25,1
metanol 33,6
acetonitryl 38,8
woda 80,4




Estry steroli
Woski Czolo rozpudzczalnika
Trojglicerydy
Barwniki, sterole Woski
Kwasy thiszczowe Estry steroli
Monogalaktodwugliceryd
Trojglicerydy
Fosfatydyloglicerol
Diagalaktodwugliceryd 2
Sulfolipid Sterole
Fosfatydylocholina Kwasy thiszczowe
; Monogalaktodwugliceryd
Fosfatydylomozytol Fosfatydyloglicerol
Digalaktodwugliceryd
Sulfolipid
START Fosfatydylocholina
Fosfatydyloizytol

Rys. 8.2. Przyblizony schemat rozdziatu tego samego ekstraktu 7 materiatu roslinnego na Zelu krzemionkowym
rozwijanego w dwoch roznych uktadach

A — ukiad polarny (chloroform : aceton : metanol : kwas octowy : woda w stosunku 50:20:10:10:5),

B — uklad niepolarny (chloroform : aceton w stosunku 95:5)

8.3.2. Identyfikacja rozdzielanych zwigzkow

Regulg jest, ze na jednym chromatogramie rozdzielamy zwiazki nalezace do tej samej
grupy (np. lipidy, cukry, garbniki, alkaloidy). Identyfikacja polega w tym wypadku na
okresleniu np. jakie cukry znajdujg si¢ na chromatogramie. Mozemy tego dokonac poprzez:

1. Oznaczenie Ry czyli stosunku odlegtosci na jakiej znajduje si¢ dany zwiagzek od miejsca
startu, do odleglosci migdzy startem a czotem rozpuszczalnika. Oczywiscie warto$¢ Ry
musimy zna¢ lub tez ja wyznaczy¢. Poniewaz Ry zalezy od wielu czynnikow, to jego
powtarzalno$¢ jest niska, dlatego w chromatografii cienkowarstwowej w tej chwili jest
rzadko uzywany.

2. Porownanie ze standardami. W handlu znajduje si¢ dzi$ olbrzymia ilos¢ wzorcoOw réznych
substancji. Rozwijajac chromatogram, obok rozdzielanych zwigzkow jedna ,.Sciezke”
(najczgsciej w $rodku chromatogramu) przeznaczamy dla standardu, a nastepnie
identyfikujemy rozdzielone lipidy poprzez pordéwnanie ich potozenia na plytce TLC
wzgledem znanych standardow.

Oczywiscie jesli dysponujemy jakims$ specyficznym wywolywaczem dla danego zwigzku, do

identyfikacji nie jest nam potrzebny standard czy znajomos¢ Ry.
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8.4. EKSTRAKCJA I ANALIZA LIPIDOW Z MATERIALU BIOLOGICZNEGO
8.4.1. Ekstrakcja surowych lipidow z jaja

Postepowanie

1. Oddzieli¢ doktadnie z6ttko od biatka i odwazy¢ 1 g z6itka w niewielkiej kolbie stozkowej
(materiat pobra¢ pipeta pasterowska z szerokim wyptywem).

2. Do probki doda¢ 4 ml metanolu i1 doktadnie wymiesza¢. Nastgpnie doda¢ 8§ ml
chloroformu i wytrzasa¢ przez 15 minut na wytrzgsarce.

3. Ekstrakt przesgczy¢ przez bibule.
Klarowny przesacz zachowa¢ do badan w szczelnie zamknigtej probowce.

Materialy i odczynniki
— jajo kurze

— chloroform

— metanol

— bibuta filtracyjna

— lejek szklany

— kolba stozkowa

— pipety Pasteura

8.4.2. Izolacja i oczyszczanie lecytyny z zéltek jaj kurzych

Zasada metody
Z6tka jaj s3 wygodnym i bogatym zrodlem lecytyny. Przecigtna masa zottka jaja kurzego

wynosi 16 g, z tego 50% stanowi sucha masa. Z kolei 65% suchej masy stanowig thuszcze
a 33% bialka (Rys. 8.3).

Sulad thuszorow

M=
I R
traghc ey dy Tosdolipidy ehiliabaral Nwh::-::l 1

.ql_\’)? w lhigzieach

Bl 1™ ]
lecytyny | kidaling | sfingomisling

Rys. 8.3. Sktad procentowy lipidow z i6ltka jaja kurzego

W opisanej ponizej metodzie uzyskuje si¢ z dobrg wydajnoscig lecytyne o czystosci
powyzej 95%. W pierwszym etapie ekstrahujemy zottka acetonem. Aceton jest doskonatym
rozpuszczalnikiem tluszczoéw, ale bardzo zle rozpuszcza fosfolipidy, 1 praktycznie nie
rozpuszcza lecytyn, dzigki temu odsaczajac ekstrakt pozbywamy si¢ nieomal catkowicie
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triacylogliceroli, barwnikow 1 witamin oraz znaczacej ilosci cholesterolu. Pozostalo$¢ na
saczku sktada si¢ gléwnie z bialka oraz fosfolipidow, ktore wymywamy mieszaning
chloroformu z metanolem. Po zageszczeniu tego ekstraktu dalsze oczyszczanie lecytyny
prowadzimy na kolumnie z zelem krzemionkowym.

Postepowanie
Uwaga! Na kazdym etapie preparacji pozostawi¢ probki do pdzniejszej analizy.

1.
2.

3.

9.

10.
11.

Oddzieli¢ doktadnie 2 z6ttka od biatek i umiescic¢ je w 250 ml kolbie stozkowe;.

Kolbe stozkowa umiesci¢ na mieszadle mechanicznym i ciggle mieszajac dodawac
matymi porcjami 100 ml acetonu.

Miesza¢ okoto 5 min i przesaczy¢ pod préznig przez saczek ze spiekiem lub saczek
w lejku Biichnera.

Osad na sgczku przemywa¢ malymi porcjami acetonu, az do uzyskania zupelnie
bezbarwnego przesgczu. Bezbarwny przesacz uzyskuje si¢ stosunkowo szybko jesli osad
ma forme¢ drobnej kaszki, jesli jest w postaci gmd wymycie materiatlu balastowego trwa
dtugo, a bezbarwny przesgcz w tym przypadku moze fatszowac rzeczywisty obraz.

Z zebranego z sgczka biatego osadu ekstrahowac fosfolipidy trzykrotnie porcjami po
50 ml mieszaniny chloroformu z metanolem (1:1).

Ekstrakty polaczy¢ i jeszcze raz przesqczyc’

Odparowa¢ w rotacyjnej wyparce prozniowej dodajac 50 ml izopropanolu i pod koniec
odparowywania doda¢ powtornie 50 ml izopropanolu (izopropanol zapobiega pienieniu,
oraz ulatwia odparowanie wody).

Odparowane fosfolipidy rozpusci¢ w jak najmniejszej objetosci chloroformu i nanie$¢ na
zrownowazong w chloroformie kolumn¢ z Zelem krzemionkowym. FEluowaé
chloroformem az do wymycia barwnego materiatu.

Lecytyne eluowac¢ ukladem chloroform : metanol : amoniak (68:28:4), zbierajac 10 ml
frakcje.

Zebrane frakcje pozostawi¢ pod wyciggiem do odparowania.

Czystos¢ otrzymanej lecytyny okresli¢ w chromatografii cienkowarstwowe;.

Materzaly i odczynniki

2 jaja kurze

aceton cz.

metanol cz.d.a.

chloroform

25% amoniak

kolba stozkowa

saczek ze spiekiem G4, lub lejek Biichnera
rotacyjna wyparka prézniowa

kolumna szklana (200 x 20 mm) wypelniona zelem krzemionkowym o $rednicy ziaren
40-60 pm

zestaw do chromatografii cienkowarstwowej (TLC)
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8.4.3. Ekstrakcja lipidow z materialtu roslinnego

8.4.3.1. Ekstrakcja lipidow z lisci rzodkiewki
Fisher W. Handbook of chromatography (Mangold H.K., red.) CRC Press, Boca Raton 1984,
Vol. I, 555-587.

Postepowanie

1.

2
3.
4

AN

= o

11.

12.
13.
14.

15

17.

5 g podsuszonych, poszatkowanych lisci rzodkiewki umiesci¢ w rozdzielaczu, dodaé
50 ml metanolu i wytrzasac¢ kilka minut.

. Doda¢ 40 ml chloroformu i wymiesza¢ przez obracanie.

Doda¢ 20 ml metanolu i miesza¢ przez chwile.

. Do calo$ci doda¢ ok. 50 ml 0,9% NacCl 1 delikatnie wymiesza¢, nastgpnie pozostawi¢ do

rozdzielenia faz.

Zebra¢ faze dolng do kolby.

Do fazy gornej doda¢ 40 ml chloroformu i miesza¢ cato$¢ przez kilka minut, pozostawié¢
do rozdzielenia faz.

Zebra¢ faze dolng i polaczy¢ z zebrang poprzednio.

Zagesci¢ otrzymany ekstrakt poprzez czgsciowe odparowanie rozpuszczalnikow.

W komorach chromatograficznych umiesci¢ uktady rozwijajace A oraz B.

. Przykry¢ komory ptytka szklang i pozostawi¢ na ok. 30 minut. Roéwnoczesnie

przygotowa¢ ptytke do chromatografii: 1 cm od brzegu zaznaczy¢ otdowkiem linig
startowa.

Badane préby nanies$¢ kapilarka na lini¢ startowa w postaci plamek o $rednicy do 3—4 mm
w odleglosci ok. 1,5-2 cm od siebie.

Plamki wysuszy¢ strumieniem powietrza (suszarka do wlosow).

Wilozy¢ ptytke z naniesionymi probkami do komory i rozwijac.

Gdy front rozpuszczalnika dojdzie 1-1,5 cm od goérnej krawedzi ptytki, plytke wyjac
1 wysuszy¢ strumieniem powietrza pod dygestorium.

. Wywota¢ chromatogram przez umieszczenie go w pojemniku z jodem.
16.

Bezposrednio po wyjeciu plytek plamy lipidow obrysowaé otéwkiem (w miare uptywu

czasu plamki beda traci¢ intensywno$¢ zabarwienia).

Do rozwijania chromatograméw stosowac¢ dwa uktady rozwijajace:

— A — chloroform : metanol : kwas octowy : woda w stosunku 60:50:1:4 (uktad
rozwijajacy fosfolipidy)

— B — chloroform : aceton : metanol : kwas octowy : woda w stosunku 50:20:10:10:5
(uktad rozwijajacy fosfo- i glikolipidy roslinne).

Materialy i odczynniki

liscie rzodkiewki

chloroform

aceton

kwas octowy

metanol

0,9% NaCl

rozdzielacz na 250 ml

zestaw do chromatografi cienkowarstwowej (TLC)
suszarka do wlosow, pojemnik z jodem
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8.4.3.2. Przygotowanie ekstraktu z wysuszonych i sproszkowanych korzeni marchwi
Fisher W. Handbook of chromatography (Mangold H.K., red.) CRC Press, Boca Raton 1984,
Vol.I, 555-587.

Postepowanie

1.
2.
3.

*®

Do 4 probowek wsypac po okoto 200 mg suszu i zala¢ na wysokos$¢ jaka zajmuje susz:
1. woda, 2. metanolem, 3. acetonem, 4. heksanem.

Ektrahowa¢ okoto 1 godziny przygodnie mieszajac. Po godzinie przesaczy¢é na matych
saczkach z bibuty natozonych bezposrednio na suche probowki.

Przygotowaé cztery ptytki pokryte zelem krzemionkowym, na kazda z nich nanies$¢
uzyskane wczesniej ekstrakty oraz roztwor cholesterolu, triacyloglicerolu i lecytyny.
Ekstrakty nanosi¢ w formie 0,5 cm paskow, na lini¢ startu znajdujaca si¢ okoto 1,5 cm od
dolnego brzegu ptytki.

Po wysuszeniu naniesionych ekstraktow, ptytki wtozy¢ do komory chromatograficznej do
ktorej wczesniej nalano odpowiedni uktad rozwijajacy. Powierzchnia uktadu
rozwijajacego powinna znajdowac si¢ przynajmniej o 0,5 cm ponizej linii startu.
Chromatogramy rozwija¢ w czterech roznych uktadach:

— metanol

— chloroform : aceton : metanol : kwas octowy : woda (50:20:10:10:5)

— chloroform : aceton (95:5)

— heksan.

Gdy front rozpuszczalnika dojdzie 1-1,5 cm od goérnej krawedzi ptytki, plytke wyjac
1 wysuszy¢ strumieniem powietrza pod dygestorium.

Wywota¢ chromatogram przez jego umieszczenie w pojemniku z jodem.

Bezposrednio po wyjeciu plytek plamy lipidow obrysowaé oldwkiem (w miar¢ uptywu
czasu plamki bedg traci¢ intensywno$¢ zabarwienia).

Materialy i odczynniki

wysuszony i sproszkowany korzen marchwi
chloroform

metanol

aceton

heksan

kwas octowy

bibuta filtracyjna

zestaw do chromatografi cienkowarstwowej (TLC)
pojemnik z jodem
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8.5. METODY IDENTYFIKACJI LIPIDOW W CHROMATOGRAMACH
8.5.1. Detekcja nieswoista lipidow w chromatogramach po TLC

Postepowanie

1. Suche ptytki do TLC, na ktérych dokonano uprzednio rozdzialow ekstraktow lipidowych
spryska¢ ostroznie, postugujac si¢ odpowiednim rozpylaczem (pod dygestorium) jednym
z nastepujacych roztworow:

—  30-40% wodny lub 5% etanolowy roztwor kwasu siarkowego lub
—  55% wodny roztwor kwasu siarkowego z 0,6% K,CrO; lub
— 20% wodny roztwor siarczanu (VI) amonu.

2. Spryskane ptytki umiesci¢ na 15-30 min w temp. 180°C (Uwaga! Plytki z plastikowym
podfozem nie nadaja si¢ do tej metody). Podczas ogrzewania wszystkie lipidy ulegaja
zwegleniu i s3 widoczne w postaci ciemnych plam.

3. Alternatywng metoda czesto stosowanag jest umieszczenie wywotywanej plytki TLC
w oparach jodu: Pary jodu w komorze jodowej (szczelnie przykryty pojemnik szklany
zawierajgcy na dnie cienka warstewke krysztalkow jodu). W zaleznosci od ilo$ci
substancji naniesionych na ptytkg wywotywanie nastgpuje w mqgu kilku—kilkunastu
minut. Jes$li nastgpit rozdziat substancji poszczegélne zwigzki sa uwidaczniane jako
brazowe plamy na zéttawym tle.

8.5.2. Detekcja swoista lipidow w chromatogramach po TLC

8.5.2.1. Detekcja fosforu fosfolipidow
Vascovsky V.E., Svetashev V.I. (1972) J.Chromatogr. 65, 451.

Zasada metody
Fosfor wystepujacy w czasteczkach fosfolipidow redukuje molibdenian amonu
w obecnosci chlorku hydrazyny do mieszanych tlenkow molibdenu o barwie granatowe;.

Postepowanie

1. 10 g molibdenianu amonowego rozpusci¢ w 100 ml 4 M HCI.

2. 1 g chlorku hydrazyny rozpusci¢ w 100 ml wody.

3. Polaczy¢ cato§¢ roztwordéw uzyskanych w punkcie 1 i 2, zmieszaé i ogrzewaé przez
5 minut we wrzacej tazni wodnej. Po ochtodzeniu uzupetni¢ woda do 1 litra.

4. Roztworem uzyskanym w powyzszy sposob spryskaé suchy chromatogram.

5. Fosfolipidy daja od razu, bez ogrzewania, niebieskie plamy.

8.5.2.2. Detekcja grup aminowych w lipidach
Wagner H., Horhammer L., Wolff P. (1961) Biochem. Z. 334, 175.

Zasada metody

Ninhydryna reaguje z wolnymi grupami aminowymi wystepujacymi w aminolipidach
1 niektorych fosfolipidach, tworzac kompleks o barwie rézowo-purpurowe;.
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Postepowanie

l.
2.

Spryskac¢ suche ptytki roztworem wywotujacym.
Rézowo-purpurowe plamy wystepuja po 1-2 godz. w temp pokojowej lub po 15 minutach
ogrzewania w okoto 100°C.

Materialy i odczynniki

roztwor wywotujacy: 0,25% ninhydryna w acetonie lub butanolu

8.5.2.3. Detekcja grup cholinowych lipidéw
Beiss U.J. (1964) Chromatogr. 13, 104.

Postepowanie

1.
2.

Suche chromatogramy spryska¢ wywotywaczem.
Po kilku minutach lipidy zawierajace choling zabarwig si¢ na pomaranczowo.

Materialy i odczynniki

roztwor A: 1,7 g zasadowego azotanu bizmutu (odczynnik Dragendorffa) rozpusci¢
w 100 ml 20% kwasu octowego

roztwor B: 10 g jodku potasowego rozpusci¢ w 25 ml wody

wywolywacz: zmiesza¢ 20 ml roztworu A z 5 ml roztworu B i doda¢ 70 ml wody

8.5.2.4. Detekcja reszt cukrowych glikolipidéw
Siakotos A.N., Rouser G. (1965) J. Am. Oil Chem. Soc. 42, 913-916.

Zasada metody

a-Naftol daje barwne pochodne z produktami odwodnienia i cz¢§ciowej hydrolizy cukrow

i niektorych lipidow w stezonych kwasach mineralnych.

Postepowanie

1.

Suchy chromatogram spryska¢ 0,5% roztworem o-naftolu w 50% alkoholu etylowym,
wysuszy¢ w temp. pokojowej, a nastepnie spryska¢ (Uwaga! Stezony kwas) roztworem
kwasu siarkowego. Tak potraktowang ptytke ogrzewa¢ w 120°C (podtoze ptytek nie moze
by¢ plastikowe) do chwili zakonczenia reakcji.

Glikolipidy (cerebrozydy, sulfatydy, gangliozydy, diglicerydy glikozydowe itp.) daja
plamy niebiesko-purpurowe, inne lipidy polarne daja plamy zotte, a cholesterol w tych
warunkach plamy szaro-czerwone.

Materialy i odczynniki

0,5% roztwoér a-naftolu (rekrystalizowanego z heksanu z chloroformem) w 50% alkoholu
etylowym
stezony kwas siarkowy (VI) : woda (95:5)
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8.5.2.5. Detekcja reszt kwasu sjalowego gangliozydow
Miettinen T., Takki-Luukainen I.T. (1959) Acta Chem. Scand. 13, 856

Postepowanie

1.
2.

3.

Na 4-6 godzin przed uzyciem 10 ml roztworu A doda¢ do roztworu C.

Suchy chromatogram spryskaé¢ przygotowanym roztworem, przykry¢ plytka szklang
i ogrzewaé w 120°C.
Gangliozydy i pochodne kwasu sjalowego daja niebiesko-fioletowe plamy.

Materialy i odczynniki

roztwor A: 2% wodny roztwor rezorcynolu
roztwor B: 2,5% wodny roztwor pigciowodnego siarczanu (VI) miedzi (I1)
roztwor C: 0,5 ml roztworu B doda¢ do 80 ml st¢zonego HCl

8.5.2.6. Detekcja sterydow i ich estrow
Jatzkievitz H., Mehl E. (1960) Z. Physiol. Chem. 320, 251.
Lowry R.R. (1968) J. Lipid Res. 9, 397.

Zasada metody

Produkty reakcji cholesterolu z silnymi kwasami dajg barwne kompleksy z solami

zelazowymi.

Postepowanie

1.

Suche chromatogramy spryskaé roztworem wywotujacym A, a nastgpnie ogrzewaé
w 90°C przez 15 min. Cholesterol, jego estry oraz inne sterydy zostang wywolane jako
czerwonawe plamy na bialym tle.

Suchy chromatogram spryskaé¢ roztworem wywotujacym B i ogrzewaé¢ w 100°C.
Czerwono-fioletowa plama estréw cholesterolu pojawia si¢ nieco pozniej. Dalsze
ogrzewanie powoduje zweglanie i inne lipidy stajg si¢ widoczne.

Materialy i odczynniki

roztwor wywotujacy A: mieszanina stezonych kwasoéw siarkowego 1 octowego w
stosunku 1:1

roztwor wywotujacy B: rozpusci¢ 50 mg FeCls x [16 H,O w 90 ml wody, doda¢ 5 ml
stezonego kwasu octowego 1 5 ml stgzonego kwasu siarkowego; odczynnik jest trwaty 3
miesigce w temp. pokojowe;j

8.5.2.7. Detekcja lipidow i zwiazkow fenolowych
Kritchevsky D., Kirk M.C. (1952) Arch. Biochem. Biophys. 35, 346.

Postepowanie

1.
2.

Suchy chromatogram spryskac roztworem wywotujacym.

Ogrza¢ do 120°C 1 umies$ci¢ w pojemniku nasyconym parami amoniaku. Wigkszo$¢
lipidow, zwiazki fenolowe, antyoksydanty i1 zwiazki redukujace daja niebieskie plamy na
biatym tle.
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Materialy i odczynniki
— roztwor wywolujacy: 10% kwas fosfomolibdenowy w etanolu
— pojemnik z parami amoniaku

8.5.2.8. Detekcja lipidow rezorcynolowych
Mejbaum-Katzenellenbogen W., Thuscik F., Kozubek A., Sikorski A., Maresz Z. (1975) Acta
Soc. Bot. Polon. 44, 479-489.

Kozubek A., Thuscik F., Mejbaum-Katzenellenbogen W. (1981) Acta Soc. Bot. Polon. 50,
637-643.

Zasada metody
Zwiazki fenolowe reaguja z solami diazowymi (Fast Blue B) dajgc barwniki azowe.

Postepowanie
1. Suchy chromatogram spryska¢ roztworem wywotujacym A i ogrzewa¢ w 110°C. Lipidy
rezorcynolowe barwig si¢ po kilku minutach na r6zowo-czerwono.

2. Suchy chromatogram spryska¢ roztworem wywotujacym B. Lipidy rezorcynolowe barwig
si¢ od razu na kolor fioletowo-czerwony.

Materialy i odczynniki

— roztwor wywolujacy A: 1% wanilina w 50% kwasie o-fosforowym

— roztwor wywolujacy B: 0,5% Fast Blue B w 5% kwasie octowym (trwaty w lodowce
przez kilka dni)

8.6. KOLORYMETRYCZNE METODY OZNACZANIA LIPIDOW

8.6.1. Oznaczanie cholesterolu calkowitego
Courchaine A.J., Miller W.H., Stein D.B., Jr. (1959) Clin. Chem. 5,609-613.

Zasada metody
Produkty reakcji cholesterolu z silnymi kwasami dajg barwne kompleksy z solami
zelazowymi.

Postepowanie

1. Probke lipidow zawierajaca do 100 pg cholesterolu umiesci¢ w suchej probowce
1 odparowac¢ z niej rozpuszczalnik.

2. Do pozostatosci doda¢ 1,5 ml stezonego kwasu octowego i 1 ml odczynnika zelazowego.

3. Po dokladnym wymieszaniu odczeka¢ 10 min i odczyta¢ absorbancj¢ proby przy 550 nm
wobec $lepej odczynnikowe;.

4. Tlos¢ cholesterolu w probie okresli¢ z krzywej kalibracyjnej sporzadzonej dla 20 -100 ug
cholesterolu.

Materialy i odczynniki

— stezony kwas octowy

— odczynnik zelazowy: 4 ml FeCl; (2,5 g FeCl; x H,O rozpusci¢ w 100 ml 85% kwasu
ortofosforowego) uzupetni¢ ostroznie do 50 ml stezonym kwasem siarkowym (VI);
odczynnik jest trwaly do utraty klarownosci
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wzorzec: 10 mg cholesterolu rozpusci¢ w 100 ml kwasu octowego

8.6.2. Oznaczanie fosforu w fosfolipidach

Zasada metody

Fosfolipidy ogrzewane z kwasem chlorowym (VII) (nadchlorowy) ulegaja degradacji do

CO,, H,0 oraz PO,>". W $rodowisku kwasnym ortofosforan tworzy z molibdenianem (VI)
amonu fosforomolibdenian (VI) amonu. Zwigzek ten pod wpltywem czynnikow redukujacych
ulega redukcji do mieszanych tlenkow molibdenu, tzw. btekitu molibdenowego (MO,.MO3),
ktorego ilos¢ jest okreslana kolorymetrycznie.

Metoda I (Barletta)
Bartlett G.R. (1959) J. Biol. Chem. 234, 466—469.

Postepowanie

1.
2.

SNk w

Probke lipidow uwolnié¢ od rozpuszczalnikéw przez ogrzanie kilka minut w 120°C.

Doda¢ 300 pl kwasu nadchlorowego, wymieszaé, probéwke przykry¢ kulka szklang
1 umiesci¢ na 30 min w bloku grzejnym (180-200°C).

Ochtodzi¢ 1 doda¢ 3 ml roztworu molibdenianu, zamieszac.

Doda¢ 120 pl odczynnika Fiske-Subbarowa i zamieszac.

Ogrzewa¢ we wrzacej tazni wodnej przez 15 min.

Ochlodzi¢ i odczyta¢ absorbancj¢ proby przy 830 nm (barwa stabilna przez 24 godz.).
90 nmoli P; daje absorbancjg¢ ok. 0,7.

Oznaczy¢ ilo$¢ fosforu w probie postugujac si¢ wykonang krzywa kalibracyjna
(10-90 nmoli P;). Etap spalania w przypadku standardu moze by¢ pominigty.

Materialy i odczynniki

molibdenian amonu: rozpusci¢ 2,2 g molibdenianu amonu w 20 ml 98% kwasu
siarkowego stosujac cigglte mieszanie przez 10 min i uzupeli¢ woda destylowana do
1 litra

stezony kwas siarkowy (VI)

disiarczan (IV) sodu (Na,S,0s)

siarczan (IV) sodu (Na,SOs3)

kwas 1-amino-2-naftaleno-4-sulfonowy

68—75% kwas chlorowy (VII) (nadchlorowy)

roztwor standardowy: 275,7 mg KH,PO4 rozpusci¢ w 250 ml wody 1 10 ml tego roztworu
uzupeti¢ do 250 ml wodg; 1ml zawiera 10 ug P;

odczynnik Fiske-Subbarowa: 27,36 g disiarczanu (IV) sodu oraz 1 g siarczanu (IV) sodu
rozpusci¢ w 200 ml wody destylowanej; doda¢ 0,5 g kwasu aminonaftalenosulfonowego i
miesza¢ przez 15 min w temp. ok. 40°C; odstawi¢ na noc w ciemne miejsce, a nast¢gpnie
przesaczy¢ do ciemnej butelki; odczynnik jest trwaty przez ok. 8 tygodni w 4°C
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Metoda I (Rousera , Siakotosa)
Rouser G., Siakotos A.N. (1966) Lipids 1, 85-86.

Postepowanie

1. Probke lipidéow umiesci¢c w suchej probdéwcee, odparowac rozpuszczalnik 1 doda¢ 0,9 ml
kwasu nadchlorowego.

2. Probowke przykry¢ kulka szklang i mineralizowa¢ 30 min w 180°C.

3. Ochtodzi¢ i doda¢ 5 ml wody sptukujac przy okazji §cianki proboéwki.

4. Doda¢ 1 ml roztworu molibdenianu, 1 ml roztworu kwasu askorbinowego oraz 2 ml
wody, doktadnie wymieszac.

5. Ogrzewac¢ we wrzacej tazni wodnej przez 5 min.

6. Ochtodzi¢ w strumieniu zimnej wody.

7. Odczyta¢ absorbancje klarownego supernatantu przy 825 lub 797 nm wobec Slepej
odczynnikowe;.

8. Odczytac ilos¢ fosforu w probie postugujac si¢ krzywa kalibracyjna.

Materialy i odczynniki

— 70% kwas chlorowy (VII) (nadchlorowy)

- 2,5% wodny roztwor molibdenianu amonowego

— 10% wodny roztwor kwasu askorbinowego

— standardowy roztwor fosforanu (rozdzial 8.6.2, Metoda I); krzywa kalibracyjna jest
liniowa do 10 pg P;

8.6.3. Oznaczanie stezenia fosfolipidow w roztworach zawierajacych fosforany
nieorganiczne
Steward J.C M. (1959) J. Biol. Chem. 104, 10-15.

Zasada metody

W  metodzie Stewarda wykorzystuje si¢ zdolno$¢ tworzenia rozpuszczalnego
w chloroformie kompleksu pomiedzy fosfolipidami i tiocyjanianem zelaza (III) (rodankiem
zelazowym). Oznaczenie st¢zenia fosfolipidow jest niezalezne od obecnosci fosforanow
nieorganicznych w roztworze, a wigc w metodzie tej mozliwe jest oznaczanie st¢zenia
fosfolipidow zawieszonych w buforach zawierajacych fosforany takich jak np. PBS.

Jedynym ograniczeniem metody jest rézna zdolno$¢ poszczegdlnych fosfolipidow do
tworzenia tego kompleksu, co wymaga przygotowania krzywej kalibracyjnej zawierajacej
doktadnie te same fosfolipidy badz ich mieszaniny. Nalezy jednak pamigtac, ze
fosfatydyloglicerol wybarwia si¢ wyjatkowo stabo odczynnikiem Stewarda.

Postepowanie

1. Przygotowa¢ krzywa kalibracyjng fosfolipidu poprzez umieszczenie w probdwkach
szklanych wzrastajacych ilosci chloroformowego roztworu fosfolipidu (0 ml; 0,1 ml; 0,2
ml; 0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml az do 1 ml) i uzupei¢ chloroformem do 2 ml.

2. Do Wszystkich probéwek doda¢ 2 ml roztworu tiocyjanianu zelaza (III) (rodanku
zelazowego).

3. Procedure przeprowadzi¢ analogicznie uzywajac chloroformowych roztworéw prob
badanych.

4. Zawartos$¢ probowek intensywnie wytrzasa¢ (mikrowytrzasarka) przez 15 sekund.
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5. Dolna faza chloroformowa przybiera barw¢ krwistoczerwona, ktorej intensywnos¢ zalezy
od stezenia obecnego w niej fosfolipidu.

6. Proby odwirowa¢ w tych samych probowkach (5 min, 30001xg) i zebra¢ dolng warstwe
pipeta Pasteura.

7. Odczyta¢ absorbancj¢ wobec Slepej odczynnikowej przy 485 nm, uzywajac do pomiaru
kuwet szklanych (chloroform!).

8. Stezenie prob badanych odczyta¢ z przygotowanej krzywej kalibracyjne;.

Materialy i odczynniki

— tiocyjanian amonu (rodanek amonu)

— chlorek zelaza (III) szesciowodny

— chloroform

— chloroformowy roztwor fosfolipidu — 1mg/ml

— 0,1 M roztwor tiocyjanianu zelaza (III) (rodanku zelazowego): rozpusci¢ 27,03 g
FeCl3 x [16 H,O oraz 30,4 g NH4sCNS w wodzie destylowanej tak by koncowa objgtos¢
wynosita 1litr; krwistoczerwony roztwor jest stabilny wiele miesigcy w temp. pokojowe;j

8.6.4. Oznaczanie cholesterolu calkowitego zestawem diagnostycznym stosowanym w
laboratoriach medycznych

Znajdujacy si¢ w organizmie cholesterol pochodzi z pokarmu oraz z syntezy wtasnej
(syntetyzowany jest gldownie w watrobie). W surowicy wystepuje jako cholesterol wolny oraz
zestryfikowany (estry z kwasami tluszczowymi). Cholesterol zestryfikowany stanowi ok. 70%
cholesterolu catkowitego. Jest tez zwigzany z frakcjami lipoproteinowymi surowicy oraz
wchodzi w skiad chylomikrondéw. Oznaczanie jego poziomu ma znaczenie diagnostyczne
poniewaz zwigkszenie lub zmniejszenie zawartosci cholesterolu wystepuje w wielu
schorzeniach. Test oznacza cholesterol catkowity jako cholesterol wolny i zestryfikowany
oraz cholesterol w lipoproteinach.

Tak np. oznaczanie cholesterolu w HDL (ang. High Density Lipoprotein) ma znaczenie
w profilaktyce antymiazdzycowej. Frakcja cigzka lipoprotein (HDL) jest uwazana za czynnik
antymiazdzycowy. Wieksze stezenie cholesterolu HDL, $wiadczy o wigkszej zawartosSci tej
frakcji w surowicy, a wiec 0 mniejszym zagrozeniu miazdzyca.

Zasada metody

Opisana ponizej metoda enzymatycznego oznaczania cholesterolu jest prosta w
wykonaniu 1 jest dobrym przykltadem pewnej strategii stosowanej w oznaczaniu wielu
zwigzkow. Dysponujgc specyficzng oksydaza jakiego$ zwigzku, doprowadzamy do jego
utlenienia z wytworzeniem H,O,, ktory w obecnosci peroksydazy i 4-aminoantypiryny daje
odpowiedni chromogen.

esteraza cholesterolu
estry cholesterolu + H,0 ——— — cholesterol + RCOOH

oksydaza cholesterolu
cholesterol + 0, cholestenon + H,0,

peroksydaza
2H,0; + 4 — aminoantypiryna ———— 4 — (p — benzochinonomonoiminofazon) + H,0,

(czerwone zabarwienie)
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Szczegdtowa procedura wykonania oznaczenia nie jest podana w niniejszym skrypcie,
gdyz w zalezno$ci od producenta zestawu moga zachodzi¢ niewielkie roéznice. W celu
wykonania oznaczenia — patrz instrukcja dotgczona do danego zestawu.

8.6.5. Oznaczanie lipidow calkowitych metodg wanilinowa

Zasada metody

Fosfowanilina reaguje z wigzaniem nienasyconym. Reakcj¢ dodatnia daja rowniez
ketony, wyzsze alkohole, zw1a}zk1 z aktywnq grupg metylenowga, hydrazyny i niektore leki.

Cholesterol ma jedno wigzanie nienasycone 1 w tej metodzie jest stosowany jako standard.
Warunkiem stosowania jakiego$ zwigzku jako standardu jest jego zdefiniowana formuta
chemiczna, dostgpnos¢ w wysokooczyszczonej postaci w handlu, trwatos¢ oraz cena. Kwasy
thuszczowe nienasycone nie nadaja si¢ w tej metodzie jako standard poniewaz sg nietrwate,
trudne do uzyskania w postaci wysokooczyszczonej a ponadto sg drogie.

Uwagi

Istnieje wiele metod oznaczania lipidow 1 kazda z nich obarczona jest licznymi wadami.
Jak si¢ wydaje metoda wanilinowa jest aktualnie najlepsza. Co prawda w metodzie tej
oznaczajg si¢ tylko te lipidy, ktére majg wigzania nienasycone (kwasy tluszczowe
nienasycone), ale za to pomiar jest wiarygodny i szybki. Metoda wanilinowa jest
zdecydowanie metoda wspotczynnikowa, czyli wyliczona zawarto§¢ w ogdle nie musi by¢
réwna faktycznej zawartosci lipidow.

Jesli ekstrahujemy lipidy z okreslonego materialu w okreslonych warunkach, to biorac
pod uwage duzg stabilno$¢ sktadu takiego ekstraktu i oznaczajac zawartos¢ lipidow w takim
materiale np. metoda wagowa, a nastepnie metoda wanilinowa mozna sobie wyznaczy¢
wspoOtczynnik, o ktéry nalezy pomnozy¢ uzyskang warto$¢ aby uzyskaé rzeczywistg
zawarto$¢ lipidéw w probie.

Postepowanie

1. W suchej probowce umiesci¢ probe badang (50 upl) i doda¢ 2 ml stezonego kwasu
siarkowego; ostroznie, ale dobrze wymiesza¢ i ogrzewac przez 20 min na wrzacej tazni
wodnej, ochtodzi¢. Podobnie postapi¢ z préba wzorcowag uzywajac 50 ul wzorcowego
roztworu cholesterolu.

2. Pobra¢ do probowek po 0,1 ml powyzszych hydrolizatow (proby badanej i wzorca), dodac
4 ml odczynnika waniliowego wymieszac i odstawi¢ na 20 min.

3. Odczyta¢ absorbancj¢ proby badanej oraz wzorcowej przy 525 nm wobec proby Slepej
odczynnikowe] zawierajacej zamiast hydrolizatu 0,1 ml stgzonego kwasu siarkowego.
Odczyty nalezy dokona¢ w ciggu 30 minut od zakonczenia reakcji.

4. Tlo$¢ pg lipidu w probie obliczy¢ korzystajac ze wzoru:

[ [ [ ( ) X 35()/
)2 du 10 _ \Xlpr. badanej
g llpl wp Obie (50,ul) =

wzorca

Materialy i odczynniki
—  95-98% kwas siarkowy (VI)
— 0,01 M wanilina w 11,5 M kwasie ortofosforowym (V): do 115 ml 85% kwasu
ortofosforowego (V) doda¢ 20 ml wody; odczynnik jest trwaly przez rok
— wzorzec: 700 mg cholesterolu rozpusci¢ w 100 ml metanolu.
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