Otrzymywanie i chromatografia lipidéw ztozonych
Streszczenie

Lipidy ztozone to bardzo szeroka grupa zwigzkéw. Jednak ich analiza nie musi by¢ trudna.
Jedng z metod do analizy jakosciowej (rzadziej ilosciowej) lipidow ztozonych stosuje sie
chromatografie cienkowarstwowg (TLC). Daje ona rzetelne wyniki a jej wykonanie jest proste i tanie,
mozliwe do przeprowadzenia w kazdym laboratorium.

Stowa kluczowe: lipidy ztozone, chromatografia cienkowarstwowa,

Woprowadzenie [1, 2, 3, 4]

Ttuszczowce (lipidy) sg to estry wyzszych kwaséw ttuszczowych i alkoholi. Alkohole
wychodzgce w sktad lipidéw moga by¢ jedno- lub wielowodorotlenowe. Lipidy dzielimy na:
a. ttuszcze proste zwane rowniez ttuszczami obojetnymi, sktadajg sie wytgcznie z kwaséw
ttuszczowych i alkoholi
b. ztozone - sktadajg sie z kwasow ttuszczowych i alkoholi ale oprécz tych dwadch
komponentdow zawierajg inne sktadniki, jak kwas fosforowy, zasady azotowe i inne.

Ttuszczowce ztozone roznig sie budowg w zaleznosci od nielipidowej czesci czasteczki, stad tez
wyrdznia sie nastepujgce trzy grupy lipidéw ztozonych:

1. fosfolipidy — lipidy posiadajgce w swojej strukturze reszte kwasu fosforowego, ktéra jest
przytaczona do organicznej czesci czasteczki poprzez wigzanie estrowe (jest zwigzana poprzez
grupe —OH alkoholu); grupa réznorodna strukturalnie; zwigzki tej grupy wchodzg w sktad
wszystkich bton komdrkowych, poniewaz uczestniczg w aktywnym transporcie jonéw oraz
transport elektrondw w mitochondriach. Podziat tej grupy przedstawia Tabela 1.
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Tabela 1. Podstawowe grupy fosfolipidéw

2.

sfingozyny — sg pochodnymi 2-amino-1,3-dialkoholi, zwanych sfingozynami. Czasteczki

sfingozyny to wieloweglowych fancuchy alifatycznych (C16-C20),

ktére zawierajg

wigzania podwadjne oraz rzadziej dodatkowgq grupe hydroksylowg w pozycji 4. Wystepuje
w komérkach zwierzecych (sfingozyna d18:1 i dihydrosfingozyna d18:0), jak i roslinnych
(fitosfingozyna 118:0). Sfingozyny w reakcji z kwasami ttuszczowymi tworzg amidy
nazywane ceramidami. Grupy hydroksylowe umozliwiajg dodatkowa fosforylacje. W

organizmie ludzkim wystepuja w

tkance nerwowej i watrobie, przy czym gtéwnym



acylowym sktadnikiem sfingomielin watroby jest kwas palmitynowy, mézgu — stearynowy
i lignocerynowy. Zwigzki te uczestnicza w przekazywaniu sygnatéw przez btony
komoérkowe. Ostatnie badania wykazaty obecnosé w organizmach owaddéw. Podstawowe
grupy sfingomielin przedstawia Tabela 2.
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Tabela 2. Podstawowe grupy sfingozyn

3. glikolipidy — zwigzki chemiczne zawierajgce wigzanie eterowe pomiedzy czgsteczka cukru
a czgsteczka glicerolu (glikoglicerolipidach) badz sfingozyny (glikosfingozydach). Podziat
glikoloipddw przedstawia tabela 3.
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Tabela 3. Podstawowe grupy glikolipidow

Wszystkie powyzsze grupy lipidow

cienkowarstwowej.

ztfozonych mozna oznaczaé

metoda

chromatografii




Wykonanie chromatografu cienkowarstwowego (TLC) [5]

Aby wykonac¢ analize lipidow ztozonych nalezy rozpocza¢ wykonanie chromatogramu
cienkowarstwowego od przygotowania komory chromatograficznej (zwykle stosuje sie zlewke
laboratoryjng przykrytg szalkg Petriego lub szkietkiem zegarkowym). Nastepnie wlewamy do komory
niewielkg ilos¢ (warstwe o wysokosci ok. 0,5-1 cm) rozpuszczalnika lipidéow ztozonych. Tak
przygotowang komore pozostawiamy na co najmniej 15 min. w celu wysycenia parami
rozpuszczalnika. W tym czasie  przygotowujemy ptytki chromatograficzne. Szerokosé ptytki
dostosowujemy do ilosci nanoszonych substancji, przyjmujgc zasady podstawowe:

a. odstep pomiedzy punktami startowymi powinny wynosi¢ ok. 1 cm
b. zachowaniu min. 1 cm margineséw na brzegu
c. wysokos¢ dobieramy tak aby pomiedzy linig startu a gérng krawedzig ptytki byt odstep 10,5-

11 cm.

Ptytke o takich rozmiarach wycinamy ostrymi nozyczkami uwazajgc aby nie zarysowac jej powierzchni
oraz nie dotknac jej powierzchni palcami. Na dolnym brzegu zaznaczamy linie startu (okoto 1,5 cm od
krawedzi, otdwkiem). Na linii tej zaznaczamy punktu startowe (zachowujgc 1 cm odstepy pomiedzy
nimi oraz od bokdw ptytki). Na punkty startowe nanosimy za pomocg kapilar rozcieficzone roztwory
wzorcow oraz probki badane, starajgc sie, aby $rednica plamki nie przekraczata 5 mm. Ptytke
umieszczamy w pozycji pionowej w komorze chromatograficznej. Nalezy pamietac aby brzegi ptytki
nie stykaty sie ze sciankami naczynia (utrudnia ruch kapilarny). Gdy chromatogram zajmuje ok. 90%
ptytki, ptytke wyjmujemy z komory i suszymy.
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Rysunek 1. Chromatografia cienkowarstwowej: a, b, ¢ — punkty naniesienie przed rozwinieciem

chromatografu; d, e, f — punkty a, b, ¢ (odpowiednio) po rozwinieciu chromatografu [6].
Otrzymywanie lipidéw ztozonych [2]

Podstawowe etapy otrzymywania i chromatografii lipidéw ztozonych. Przyktady izolacji
lipidéw ztozonych:
a. Izolacja lipidéw ztozonych na przyktadzie lecytyn
Z6ttko jaja nalezy potraktowaé mieszaning eter-etanol (1:2) intensywnie mieszajac przez 10 minut.
Otrzymang mieszanine nalezy zwirowac. Otrzymana mieszaninie heterogeniczng zdekantowad a




nadmiar rozpuszczalnika odparowaé na wyparce rotacyjnej. Otrzymany osad ponownie rozpus¢ w
eterze dietylowym (10 ml). Mieszajgc roztwdr wkraplaj do niego aceton (50 ml). Powstaty osad
fosfolipidow odwiruj, przemyj acetonem (15 ml). Pobierz niewielkg ilos¢ osadu (ok. 10 mg) i pozostaw
do analizy TLC. Reszte frakcji nalezy rozpusci¢ w 5 ml etanolu z dodatkiem chlorku kadmu. Po 10
minutowej inkubacji mieszaninie ponownie wirujemy w celu usuniecia przesgczu. Pozostatos¢
rozpuszcza sie w chloroformie (15 ml) oraz dodaje 25 ml 30% etanolu i ponownie wirujemy. Warstwe
etanolowo - wodng (gdrng) odrzucamy. Proces ekstrakcji chlorkiem kadmu nalezy powtdrzyé kilka
krotnie. Roztwér chloroformowy, po ostatniej ekstrakcji, nalezy odparowaé na wyparce, pozostatosc¢
rozpusc¢ w eterze dietylowym (5 ml), i dodaj do niego acetonu (45 ml).Otrzymany osad to lecytyna. W
celu oczyszczenia prébki mozna ja przemy¢ acetonem a nastepnie wysuszyc.

b. 1zolacja lipiddw mdzgu lub watroby

Médzg cielecy lub watroba musi zosta¢ rozdrobniona (np. miksowanie). Rozdrobniona prébke
przenosimy do kolby stozkowej i zalewamy 250 ml acetonu. Mieszanine wytrzgsamy a osad dokfadnie
suszymy. Ok. 5 g sproszkowanego w mozdzierzu suchego médzgu (lub watroby) zawieszonego
w mieszaninie chloroform-metanol (2:1) umies¢ w zestawie do destylacji. Ogrzewaj do wrzenia przez
15 minut, mieszajgc okresowo zawartos¢ kolby. Po ochtodzeniu osad odsgczamy i suszymy.

c. Ekstrakcija lipiddw z osocza

Do niewielkiej objetosci surowicy krwi (0,5ml) wprowadz powoli 9,5 ml mieszaniny eteru etylowego
z etanolem (3:1), wymieszaj i podgrzej umieszczajgc probodwke w goracej wodzie na 2-3 minuty,
mieszajgc ciggle zawartos¢. Osad nalezy odwirowaé a warstwe organiczng odparowaé. Otrzymany
suchy osad przemywa sie trzykrotnie w heksanie.

Chromatografia cienkowarstwowa lipidéw [2, 5]

Do doswiadczenia potrzebne sg dwie komory chromatograficzne, na dno pierwszej wlewamy
mieszanine chloroform-metanol-woda (w stosunku molowym 65:25:4) - faza 1, do drugiej heksan-
eter dietylowy-kwas octowy (w stosunku molowym 80:20:1) - faza 2. Komory pozostawia sie pod
przykryciem na 1 h w celu nasycenia parami rozpuszczalnikdw. W tym czasie mozna przygotowac
ptytki chromatograficzne najlepiej pokryte zelem krzemionkowym o dwéch réznych wymiarach, np. 2
o wymiarach 10x10 cm i 2 o wymiarach 5x10 cm. Na punkty startowe nanies:

a. na ptytke do rozdziatu lipidéw polarnych (faza 1, wieksze ptytki): nanosimy badane ekstrakty
lipidow ztozonych oraz ich wzorce: gangliozyd, L-fosfatydylocholine, L-fosfatydyloetanolamine, L-
fosfatydylinozitol, L-fosfatidyloseryne, L-lizofosfatydylcholine, sfingomieline, galaktocerebrozyd,
sulfatyd, kardiolipine.

b. na ptytke do rozdziatu lipidéw niepolarnych (faza 2, mniejsze ptytki) nanosimy badane ekstrakty
lipidow ztozonych oraz ich wzorce: 1-monooleilo-rac-glicerol, 1,3-dioleilo-rac-glicerol, trioleilo-rac-
glicerol, cholesterol, olesnian cholesterolu

Po rozwinieciu ptytki wyjmij z komér, osusz a nastepnie zbadaj obecnos¢ lipidéow pod lampg
oraz wywotaj w parach jodu ptytki ogladane wczesniej pod lampg UV. Otrzymane ptytki spryskaj 50%
kwasem siarkowym i ogrzej w suszarce do 1500°C. Wyniki poréwnaj z wzorcami.

Podsumowanie
Artykut ten pozwala zapozna¢ sie z metodyka otrzymywania lipidow ztozonych z frakgcji

organicznych oraz ich analizy metodg cienkowarstwowej chromatografii.
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