1 Teoreticky uvod

Lipidy (z feckého lipos = tuk) predstavuji velmi rozmanitou skupinu latek, které jsou
nerozpustné¢ ve vodé¢ (hydrofobni), ale dobfe se rozpousti v nepolarnich organickych
rozpoustédlech (lipofilni). Tim se zasadné odliSuji od ostatnich pfirodnich latek, které jsou
hydrofilni a lipofobni. Tato definice se plné uplatituje u jednoduchych lipidi. Slozené lipidy
obsahuji vedle zakladnich slozek v molekule jesté dalsi polarni slozku, kterd jim dodéava
amfifilni charakter: ¢ast molekuly je hydrofobni a ¢ast hydrofilni. Molekuly tohoto typu
vytvareji ve vodném prostiedi utvary, v nichz sty¢nd plocha nepoldrnich ¢asti a polarniho
rozpoustédla je minimalni (Obr. 1). Tyto utvary jsou zakladem struktury biologickych
membran. Zvlastni, strukturné odliSnou skupinu tvofi isoprenoidni lipidy (isoprenoidy). Maji
hydrofobni vlastnosti, Gcastni se transportu klasickych lipidii v organismu a jsou spolu s nimi
soucasti biologickych struktur. Z chemického hlediska jsou lipidy estery vysSich
karboxylovych (mastnych) kyselin. Podle slozeni je délime na jednoduché a slozité.
V jednoduchych i slozitych lipidech jsou karboxylové kyseliny se sudym poctem uhlikd,
S pfimym (nerozvétvenym) fetézcem. Mohou byt nasycené i nenasycené (Tab. 1). Rozdéleni
lipidi do jednotlivych skupin shrnuje tabulka (Tab. 2). Lipidy jsou potiebné pro stavbu
bunécnych struktur a tkani, jsou zdrojem energie, chrani organizmus pted tepelnymi ztratami a
mechanickym poSkozenim, tcastni se stavby nervovych bunék a obaluji nervovéd vldkna,
vytvari prostiedi, ve kterém se rozpoustéji biologicky vyznamné nepoldrni latky (vitaminy,
hormony, 1é¢iva, barviva).

Jednoduché lipidy jsou estery vyssich mastnych kyselin a alkoholu. Podle alkoholové ¢asti
se déli na acylglyceroly a vosky.

Hydrofilni cast

Hydrofobni ¢ast

Obr. 1 A) micela, B) lipidova dvojvrstva v polarnim prostiedi.



Tab. 1 Prehled bézné se vyskytujicich mastnych kyselin.

Pocet | Nazev Struktura kyseliny Poznamky
C kyseliny
Ci2 | laurova CH3(CH)10COOH nasycena
Cis | myristova CH3(CH2)1.COOH nasycena
Cis | palmitova CH3(CH2)14COOH nasycena
palmitolejova | CH3(CH,)sCH= CH(CH,);COOH nenasycena, |
cis-dvojna
vazba (9)
Cis | stearova CH3(CH2)16COOH nasycena
olejova CH3;(CH,);CH= CH(CH,);COOH nenasycena, |
cis-dvojna
vazba (9)
ricinolejova CH3(CH2)sCH(OH)CH,CH= CH(CH,),COOH Obsahuje OH +
1 cis-dvojnou
vazbu (9)
linolovas CH3(CH)4.CH=CHCH,CH= CH(CH_);,COOH nenasycend, 2
cis-dvojné
vazby (9, 12)
linoleovas* CH3;CH,CH=CHCH,CH= CHCH,CH=CH(CH,);COOH | nenasycena, 3
cis-dvojné
vazby (9, 12,
15)
oleostearova CH3(CH3);CH=CHCH= CHCH=CH(CH,);COOH nenasycena, |
cis a 2 trans
dvojné vazby (9,
11, 13)
Cx | arachidonova* | CHs(CH.)s(CH=CHCH,).CH,CH,COOH Nenasycena, 4

cis-dvojné
vazby (5, 8, 11,
14)

* esencialni pro ¢loveka, Cisla v zavorkach udavaji pozice dvojnych vazeb




Tab. 2 Rozdéleni lipidi.

— jednoduché | — triacylglyceroly

— vosky

— acylsteroly

— slozené — fosfolipidy — glycerofosfolipidy | — fosfatidylcholiny

— fosfatidylethanolaminy

— fosfatidylseriny

— fosfatidylinositoly

— plasmalogeny

— sfingofosfolipidy | — sfingomyeliny

— glykolipidy — sfingoglykolipidy | — cerebrosidy

— gangliosidy

— sulfatidy

— isoprenoidni | — steroly

— zlucové kyseliny

Acylglyceroly (tuky, oleje) jsou estery vysSich karboxylovych kyselin, které maji ve své
molekule trojsytny alkohol glycerol (Obr. 2), ktery muZe mit esterifikovanou jednu, dv€ nebo
tii hydroxylové skupiny. Podle toho vznikaji mono-, di- nebo triacylglyceroly (Obr. 3). Pokud
jsou vSechny zbytky karboxylovych kyselin (—R) stejné, jde o jednoduché acylglyceroly.
V ptipadé, Ze zbytky karboxylovych skupin (—R) stejné nejsou, hovofime o smiSenych
acylglycerolech. Jednoduché lipidy, které obsahuji pfevazné nasycené karboxylové kyseliny,
jsou za béZnych podminek tuhé — tuky. Obsahuji-li vetsi podil nenasycenych karboxylovych
kyselin, jsou tekuté — oleje.
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Obr. 2 Glycerol.
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Obr. 3 Vznik mono-, di- nebo triacylglycerolu.

Cisté tuky jsou bezbarvé latky bez chuti a zapachu. Negativni vlastnosti tuki a oleji je
jejich zluknuti zptsobované baktérii zejména ve vlhkém a teplém prostfedi. Pti Zzluknuti
dochazi k oxidaci na dvojnych vazbach nenasycenych karboxylovych kyselin a $tépeni jejich
dlouhého uhlikatého fetézce. Vznikaji rizné aldehydy, ketony a nizsi karboxylové kyseliny,
které neptijemné pachnou. Uginnou ochranou pied zkaZenim je ztuzovani tuki. Nasycenim
dvojnych vazeb vodikem (katalytickd hydrogenace) se z olejii stavaji tuhé latky — tuky, pfi¢emz
se ale ztréci jejich plivodni biologickéd hodnota pro nés organismus. Pti hydrolyze acylglycerolu
se S$tépi esterova vazba za vzniku karboxylovych kyselin a glycerolu. Hydrolyzu je mozné
provést pisobenim silnych mineralnich kyselin nebo alkalickych hydroxidi (Obr. 4).
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Obr. 4 Hydrolyza acylglycerolu.

Pisobenim hydroxidu sodného nebo draselného vznikaji sodné nebo draselné soli vyssich
karboxylovych kyselin, tedy mydla. Tato alkalicka hydrolyza se nazyva zmydelnéni.
Hydrolyzou s hydroxidem sodnym ziskame tzv. suché sodné mydlo, vhodné na vyrobu Cisticich
a pracich prostfedkll. Draselna mydla jsou mazlava, pouZivaji se k pfipravé dezinfek&nich
prostiedki.

Druhou skupinou jednoduchych lipida jsou vosky. Jsou to estery vyssich karboxylovych
kyselin a vysSich jednosytnych alkoholi, nejcastéji téchto: cetylalkohol (Cie), stearylalkohol
(C1g), myricylalkohol (Cs1). Uplatiji se jako ochranné a izola¢ni povrchové vrstvy listd, plodu
1 nékterych zivocichl. V zivocisSnych voscich ptevladaji alkoholy se 14 az 18 uhlikovymi
atomy, v rostlinnych alkoholy s del§im fetézcem, s 26 az 30 atomy uhliku.

Acylsteroly obsahuji jako alkoholovou slozku cholesterol (Obr. 5) nebo jiny sterol. Jsou
soucasti lipidni slozky biologickych membran a lipoproteint, které umoziuji regulovatelny



transport lipidii v organismu. Hydrolytickym odStépenim mastné kyseliny vznikéd amfifilni
steroidni alkohol. Tato pfeména lipofilni-amfifilni ma vyznam v regulaci transportu lipidd.

Slozené lipidy obsahuji ve své molekule krom& mastné kyseliny a alkoholu jesté dalsi
slozku: fosfolipidy — obsahuji esterové vazanou kyselinu fosfore¢nou, glykolipidy — obsahuji
sacharidovou slozku, lipoproteiny — obsahuji bilkovinnou ¢ast.
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Obr. 5 Cholesterol.

Glycerofosfolipidy (fosfatidy) jsou estery 1,2-diacylglycerol-3-fosfore¢né (fosfatidové)
kyseliny (Obr. 6).

Fosfatovy zbytek tvofi diestery s aminoalkoholy ethanolaminem (kolaminem) a cholinem
(lecithin), s hydroxyaminokyselinou serinem s glycerolem a s cyklickym alkoholem inositolem
(Obr. 7). Glycerofosfolipidy se uplatiuji piedevs§im jako stavebni zaklad biologickych
membran. Charakteristicky je pro n¢ obsah jednoho nenasyceného acylového zbytku.
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Obr. 6 Kyselina fosfatidova.
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Obr. 7 Glycerofosfolipidy.



Isoprenoidy jsou nejvétsi a nejpestiejsi skupinou latek, strukturné odvozenych od molekuly
isoprenu, 2-methyl-1,3-butadienu (Obr. 8). Radime sem terpeny a steroidy. Podle podtu
isoprenoidnich jednotek rozliSujeme (1) hemi-, (2) mono-, (3) seskvi-,(4) di-, (6) tri-, (8) tetra-
a polyterpeny. Mezi triterpeny fadime skvalen (Obr. 9), coz je prekurzor pfi syntéze steroidii.

vvvvvv

sterolem.

Obr. 9 Skvalen.

Dalsimi steroly jsou napf. lanosterol (Obr. 10a) z ov¢i viny, zymosterol (Obr. 10b)
a ergosterol (Obr. 11a) z kvasnic, sitosterol (Obr. 11b) a stigmasterol (Obr. 12) rostlinného
puvodu. Znamymi tetraterpeny jsou karoteny, xanthofyly a néktera jina lipofilni rostlinna
barviva.

a) HO/

Obr. 11 a) Ergosterol, b) sitosterol.



Obr. 12 Stigmasterol.

Zdrojem lecithinu (Obr. 13) — nejznaméjsiho fosfolipidu, ktery se dnes bézné pouziva
V potravinaiském primyslu, je vajecny zloutek. Obsahuje zna¢né mnozstvi tukt (asi 23 %),
dale jsou vném obsazeny fosfatidy (lecithiny, kefaliny, plasmalogeny), sfingolipidy
(sfingomyeliny, cerebrosidy), latky terpenoidniho charakteru (steroidy a karotenoidy), ale
i bilkoviny. Lecithin (asi 11 %) je ve zloutku ptitomen ve form¢ aduktu s bilkovinou vitelinem
jako tzv. lecithalbumin. N¢které z uvedenych latek se daji ze smési snadno oddélit na zékladé
rozdilnych vlastnosti. Fosfatidy jsou nerozpustné ve studeném acetonu, ve kterém se naopak
snadno rozpoustéji neutralni tuky a steroidy. S vyjimkou neesterifikovanych steroll se lipidy
hydrolyzuji alkaliemi za vzniku soli mastnych kyselin (mydel), jeZ jsou nerozpustné v etheru.
Neutralni tuky a vodu odstranime ze zloutku extrakci acetonem a z nerozpustného zbytku
predstavujiciho denaturované bilkoviny a fosfolipidy extrahujeme druhé jmenované 95%
ethanolem. Obsah jednotlivych slozek v extraktu zalezi na pouzitém rozpoustédle. Ethanolovy
extrakt obsahuje pfevazné lecithin, kefalin a dal$i minoritni slozky. Lecithiny lze ze smési
fosfolipidll vysrazet alkoholickym roztokem chloridu kademnatého. Vaje¢ny lecithin je smési
obsahujici rizné estericky vazané kyseliny (palmitovou, olejovou, linolovou, atd.).

Obr. 13 Lecithin.

Molekula lecithinu sloZena z objemné hydrofobni ¢asti fet€zch mastnych kyselin a malé
hydrofilni ¢asti fosfatu a amoniové skupiny tvoii snadno ve vodé€ micely — krystalické shluky
koloidnich rozmérd. Tyto amfifilni latky pfidané k soustavé dvou vzdjemné nemisitelnych
kapalin snizuji povrchové napéti mezi polarni a nepolarni kapalinou a pomdhaji vytvofit
emulze. Hydrofilni ¢ast emulgéatoru se pfitom orientuje do vodné faze, hydrofobni ¢ast do
nepolarni olejové faze. V praxi nejCastéji uzivanymi emulgéatory jsou mydla a saponaty,
V potravinafstvi je to lecithin.

Lecithin Ize rozstépit hydrolyzou na vys$si mastné kyseliny, glycerol, kyselinu fosforecnou
a dusikatou organickou bazi. Tyto slozky lze v hydrolyzatu dokazat. Mastné kyseliny jako
mydla, glycerol reakci nitrochromovou a kyselinu fosfore¢nou jako zluty fosfomolybdenan



amonny, ktery po redukci poskytne modré zbarveni fosfomolybdenové modie (princip
kvantitativniho stanoveni fosfatd podle Fiske-Subbarowa). Cholin dava s piebytkem jodu malo
rozpustnou adi¢ni slou¢eninu (Florenceovy krystalky). Je to enneajodid cholinu (CsH14NOL.Ig).
Této slouceniny se uzivalo pro kvantitavni jodometrické stanoveni cholinu. Také s roztokem
komplexni soli reineckatu amonného (jedna se o slouceninu tetrarhodanidoammochromitan —
NH4[Cr(SCN)4(NH3)2].H20) dava cholin malo rozpustnou sul.

Cholesterol (Obr. 5) se nedd zmydelnit, protoze neni ester. Podobné jako dalsi
B-hydroxysteroidy tvofi s digitoninem (Obr. 14) malo rozpustnou slouceninu, které se uzivalo
pfi gravimetrickém stanoveni cholesterolu. V chloroformovém prostiedi dava cholesterol
barevnou reakci s acetanhydridem, které se pouziva ke kolorimetrickému stanoveni.

Hydrolyzou tukt v alkalickém prostiedi vznikaji soli vy$Sich mastnych kyselin (mydla)
a glycerol. Draselnd, sodna a amonna mydla jsou rozpustna ve vod¢, daji se vSak piidanim
vhodného elektrolytu vysolit. Mydla vapenata a hofecnata jsou nerozpustna. Nenasycené
mastné kyseliny lze dokazat adici bromu na dvojné vazby.

-anl QH

OH
OH

Obr. 14 Digitonin.



2 Prakticka c¢ast

2.1 Preparace lipidovych frakci z vaje¢ného Zloutku a identifikace
lipida

2.1.1 Vybaveni

2.1.1.1 Material

e Vegjce, rostlinny olej, nastrouhané¢ mydlo, komer¢ni cholesterol.

2.1.1.2 Pristroje

e Vafri¢, mikroskop, vodni lazeni pro odparovani.

2.1.1.3 Chemikalie

e Hydroxid sodny, chlorid sodny, jodid draselny, ethanol, kyselina sirova, brom, kyselina
octova, aceton, diethylether, chloroform, molybdenan amonny tetrahydrat, chlorid
cinaty, chlorid vapenaty dihydrat, reineckat amonny, acetanhydrid, cholesterol.

2.1.1.4 Roztoky

e Lugoliv roztok

10 g jodidu draselného a 5 g jo6du se rozpusti ve vode a doplni na objem 100 ml.
o 10% hydroxid sodny

10 g hydroxidu sodného se rozpusti ve vod¢ a doplni na objem 100 ml.

o 10% alkoholicky roztok NaOH

10 g hydroxidu sodného se rozpusti v ethanolu a doplni do objemu 100 ml.

e 2,5% molybdenan amonny

Do 80 ml vody se pfida 14 ml kyseliny sirové, v roztoku se rozpusti 2,5 g molybdenanu
amonného a poté se objem doplni vodou do 100 ml.

e 2% reineckdat amonny

200 mg reineckatu amonného se rozpusti v 10 ml vody.

e 10% chlorid vapenaty

10 g chloridu vapenatého se rozpusti ve vode a doplni na objem 100 ml.

e Bromovd voda

Do 100 ml vody se ptidé asi 5 kapek bromu.

e Chloroformovy roztok cholesterolu

V 25 ml chloroformu se rozpusti Spetka cholesterolu.

2.1.2 Postup

Extrakce neutralnich lipidu

« Zloutek slepi¢iho vejce oddélte peélivé od bilku.
o Zloutek diikladné promichejte v kadince s 15 ml bezvodého acetonu.
e Za obcasného michani nechejte smés asi 10 min stat.



o Poté extrakt zfiltrujte pies filtr navlhéeny acetonem do odpafovaci misky.

e Zbytek na filtru (denaturované bilkoviny a fosfolipidy) vpravte zpét do kadinky a opét
cca 5 min michejte s 15 ml acetonu.

e Smés znovu zfiltrujte do stejné odparovaci misky a filtrat obsahujici pfevazné neutralni
tuky a cholesterol odpafte na vodni 1azni do sucha.

Izolace fosfolipidu

e Zbytek na filtru po dvojndsobné extrakci acetonem dejte zpét do kadinky a michejte cca
5 min s 15 ml 95% ethanolu ze stficky.

e Sme¢s zfiltrujte pres filtr navlhéeny ethanolem.

o Zbytek nafiltru dejte zpét do kadinky (denaturované bilkoviny) a jesté jednou promyjte
15 ml 95% ethanolu.

o Filtrat obsahujici fosfolipidy odpaite do sucha na vodni 1azni.

e Ziskate mazlavou srazeninu fosfatidd, ktera se sestava prevazné z lecithinu.

Odstranéni tuku ve formé mydla

o Pfipravte si 100 ml 10% _alkoholického roztoku NaOH ze zdsobniho roztoku 40% NaOH
a 95% ethanolu.

e Acetonovy filtrat po zahusSténi (viz Extrakce neutralnich lipidl) rozetiete tlouckem
ptimo Vv odpatrovaci misce s 15 ml alkoholického roztoku NaOH a zahfivejte na vrouci
lazni do sucha, nejdéle vSak 30 min, ¢imz se zmydelni tuky.

e Zbytek ochlad’te na stole a dobie rozetfete tlouckem s 25 ml diethyletheru pfimo
V odpafovaci misce.

e Srazeninu sodného mydla odfiltrujte a uschovejte pro dalsi préci.

Izolace cholesterolu

o Ethericky filtrat (viz Odstranéni tuku ve formé mydla) obsahujici cholesterol odpaite do
sucha na vodni lazni a ze zbytku vyextrahujte cholesterol 2 ml chloroformu.
o Proved'te diikaz cholesterolu, viz dalsi kapitola.

Vlastnosti mydla

e Ziskané mydlo a najemno nastrouhané komeréni mydlo (Spetka) rozpust’te asi v 50 ml
teplé vody z kohoutku a je-1i potieba, roztok zfiltrujte.

e Do &tyf zkumavek odméite asi po 5 ml roztoku ziskaného mydla a do dalSich ctyt
zkumavek odmeéite asi 5 ml roztoku komeréniho mydla. Proved’te tyto reakce:

e V prvni zkumavce pozorujte, Ze ttepanim se tvoii péna (snizeni povrchového napéti
vody).

e Do druhé zkumavky prikapejte 10% roztok chloridu vapenatého do vzniku srazeniny.

o Do tfeti zkumavky ptidejte nékolik kapek kyseliny octové, az se objevi bily zékal, ktery
se po delsim stani pfeméni v olejovou vrstvu.



e Ve Ctvrté zkumavce rozpust'te tolik pevného NaCl, az se objevi srazenina vysoleného
mydla.

Lecithin jako piirozeny emulgdtor

e Do dvou zkumavek ptidejte po 2 ml vody a 1 ml rostlinného oleje.

e Do jedné ze zkumavek pak ptidejte ty¢inkou malé mnozstvi lecithinu.

e Za mirného michéni zahfejte na vodni lazni, zazatkujte a intenzivné tiepejte asi
2 minuty.

e Po 10 minutach stani srovnejte stabilitu bez emulgatoru a s emulgatorem.

Hydrolyza lecithinu

e Pripravte si 100 ml 10% vodného roztoku NaOH ze zasobniho roztoku 40% NaOH a
destilované vody.

e Polovinu piipravené¢ho surového lecithinu vpravte na dno zkumavky a zahfivejte
nejméné 15 minut na vrouci vodni lazni s 5 ml 10% vodného roztoku NaOH.

e Hydrolyzat ochlad’te, okyselte kyselinou octovou na pH 6 a odfiltrujte vylouc¢ené
mastné kyseliny.

Diikaz kyseliny fosforecné

e K1 ml odfiltrovaného hydrolyzatu lecithinu pfidejte nckolik kapek roztoku
molybdenanu amonného.

e Vytvoii se zluty fosfomolybdenan amonny, ktery po pfidani chloridu cinatého zmodra
(fosfomolybdenova modr).

e Chlorid cinaty v mnozstvi na $picku Spachtle se pfidava opatrné na sténu naklonéné
zkumavky.

Dikaz cholinu

e Tii kapky odfiltrovaného hydrolyzatu smichejte v mikrozkumavce s3 kapkami
Lugolova roztoku. Nasledné pteneste kapku na podlozni skli¢ko a pirekryjte ji krycim
sklickem.

e Pod mikroskopem pozorujte rist hnédych krystalkt, které zakreslete do protokolu.

o Ke 3 kapkam filtratu v mikrozkumavce piidejte 3 kapky 2% reineckatu amonného.

e Vytvoii se razové zbarvené krystalky reineckatu cholinu, které si rovnéz prohlédnete
pod mikroskopem.

Dikaz cholesterolu

Reakci pro srovnani proved’te s chloroformovym roztokem komercniho cholesterolu.
Liebermann-Buchardova reakce
e Asi 1 ml roztokd cholesterolu dejte do suché zkumavky, pridejte 10 kapek
acetanhydridu a 2 kapky kyseliny sirové.



Protiepte a nechte nékolik minut stat.
Pozorujte zbarveni smési.

Vyhodnoceni

Do protokolu zapiste schéma izolace.

Zjistéte vytézek lecithinu.

Napiste rovnici hydrolyzy lecithinu v alkalickém prostredi.

Zaznamenejte vysledky provedenych kvalitativnich reakci.

Pozorujte zbarveni smési cholesterolu pii Liebermann-Buchardovée reakci.



