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Streszczenie

  Chorobotwórczość bakterii Gram-ujemnych jest uwarunkowana występowaniem w błonie ze-
wnętrznej przede wszystkim struktury lipidowo-polisacharydowej, zwanej endotoksyną lub lipo-
polisacharydem (LPS). Jest on zbudowany z trzech różniących się budową chemiczną i funkcjami 
biologicznymi regionów, tj. części O-swoistej, oligosacharydu rdzeniowego i lipidu A. W ozna-
czaniu struktury LPS powszechnie wykorzystywana jest technika chromatografi i gazowo-cieczo-
wej sprzężonej ze spektrometrią mas (GLC/MS). Profi l cukrowy bakteryjnych endotoksyn jest 
analizowany po uprzedniej derywatyzacji komponenty węglowodanowej do octanów alditoli lub 
częściowo zmetylowanych octanów alditoli, co umożliwia ustalenie także miejsc występowania 
wiązań glikozydowych w polisacharydowym fragmencie LPS. Chromatografi czna analiza lipi-
dowych składników LPS wymaga także modyfi kacji kwasów tłuszczowych do pochodnych estro-
wych, najczęściej metylowych.
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Summary

  The pathogenicity of Gram-negative bacteria is mediated mainly by the outer membrane-asso-
ciated lipid-polysaccharide structure, called endotoxin or lipopolysaccharide (LPS). This structu-
re consists of three parts, O-antigen, core oligosaccharide, and lipid A, which differ in chemical 
composition and biological properties. Gas-liquid chromatography coupled with mass spectro-
metry (GLC/MS) is commonly used to determine LPS structure. The carbohydrate profi les of en-
dotoxins are analyzed after derivation to alditol acetates or partially methylated alditol acetates, 
which enables one to establish the site of glycosidic linkages. The chromatographic analysis of 
LPS lipid components requires their modifi cation to ester derivatives, most frequently to methyl 
esters.
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WPROWADZENIE

Lipopolisacharyd (LPS) stanowi integralny składnik ze-
wnętrznej błony komórkowej osłony bakterii Gram-ujem-
nych. Spełnia on liczne funkcje o podstawowym znaczeniu 
dla procesów życiowych tych mikroorganizmów, będąc jed-
nocześnie jednym z ważniejszych czynników ich chorobo-
twórczości. Te lipidowo-polisacharydowe heteropolimery 
składają się z trzech podstawowych elementów struktural-
nych: lipidu A, oligosacharydu rdzeniowego i O-swoiste-
go łańcucha polisacharydowego, nazywanego antygenem 
O (ryc. 1). Toksyczność związana jest ze składnikiem lipi-
dowym tej makrocząsteczki, podczas gdy immunogenność 
warunkuje fragment polisacharydowy. Zestawienie infor-
macji o strukturze lipopolisacharydów oraz ich aktywności 
metabolicznej umożliwia wybór optymalnych metod za-
pobiegania i leczenia zakażeń bakteriami Gram-ujemny-
mi. Nie bez znaczenia jest także możliwość wykorzysta-
nia pozytywnych oddziaływań tych struktur w organizmie, 
np. indukowania nieswoistej odpowiedzi na zakażenia wi-
rusowe i bakteryjne [43], wywoływania odporności na na-
promieniowanie, działania nekrotyzującego tkankę nowo-
tworową [6,49,50].

CHEMICZNA CHARAKTERYSTYKA ENDOTOKSYN

LPS stanowią amfi fi lowe cząsteczki, w których możemy 
wyróżnić zakotwiczony w błonie lipid A, połączony z an-
tygenem O poprzez oligosacharydowy rdzeń (ryc. 1). LPS 
składający się z wymienionych wyżej trzech regionów syn-
tetyzują bakterie gładkie (S-smooth). Szorstkie formy drob-
noustrojów (R-rough) wytwarzają lipopolisacharyd pozba-
wiony O-swoistego łańcucha polisacharydowego (ryc. 1). 
Istnieją także mutanty zwane głęboko szorstkimi, synte-
tyzujące LPS o skróconym rdzeniu.

Lipid A stanowi hydrofobową część LPS. W jego struktu-
rze występuje jednak polarny element cukrowy, którym jest 
najczęściej D-glukozaminylo-D-glukozamina. Ten disacha-
ryd zazwyczaj podstawiony jest w pozycjach 1 i 4’ reszta-
mi fosforanowymi oraz etanoloaminą lub 4-amino-4-deok-
sy-L-arabinozą, a w pozycjach 2,3,2’,3’ hydroksylowymi 
pochodnymi kwasów tłuszczowych. Z grupą aminową jed-
nostki cukrowej łączy się przeważnie (R)-3-hydroksykwas 
(najczęściej kwas (R)-3-hydroksytetradekanowy), podczas 
gdy estrowo wiązane mogą być kwasy o konfi guracji (S)-
2- lub (R)-3-hydroksy-. Połączone z glukozaminylowym 
rdzeniem lipidu A hydroksykwasy mogą być także acylo-
wane [102]. Ilość kwasów tłuszczowych występujących 
w lipidzie A jest podstawą klasyfi kacji tych struktur na tzw. 
heksaacyl lipid A (zawierający 6 reszt kwasów tłuszczo-
wych) obecny u Escherichia coli oraz odpowiednio hepta-
acyl lipid A (7 reszt acylowych) u Salmonella minnesota, 
pentaacyl lipid A [97], a nawet triacyl lipid A zidentyfi -

kowany u Porphyromonas gingivalis [53]. Lipid A może 
być podstawiony kwasami tłuszczowymi symetrycznie lub 
asymetrycznie. Glukozaminylowy rdzeń może być tak-
że połączony z mannopiranozą lub dodatkową jednostką 
glukozaminową. Disacharydowy komponent lipidu A nie 
zawsze zawiera glukozaminę. U niektórych bakterii, np. 
Pseudomonas diminuta i P. vesicularis składa się on bo-
wiem z dwóch cząsteczek 2,3-diamino-2,3-dideoksy-D-
glukozy (GlcN3N) połączonych wiązaniem b1-6 gliko-
zydowym [100]. W lipidowym fragmencie endotoksyny 
Rhodopseudomonas zidentyfi kowano pojedynczą czą-
steczkę GlcN3N [73].

Wspomniana zmienność strukturalna lipidu A nie prze-
czy jednak tezie, iż jest to najbardziej zachowawczy kom-
ponent LPS.

Z lipidem A połączony jest wiązaniem ketozydowym oli-
gosacharydowy rdzeń, w którym można wyróżnić region 
wewnętrzny zbudowany z 2-3 cząsteczek kwasu 2-keto-
3-deoksyoktulozonowego (Kdo) i L-glicero-D-manno-hep-
toz, oraz część zewnętrzną składającą się z różnych hek-
soz (ryc. 1). Jednak Łukasiewicz i Ługowski [42] twierdzą, 
iż powyższy podział jest obecnie „pamiątką historyczną”. 
Tezę tę potwierdza obecność w regionie heksozowym oli-
gosacharydu rdzeniowego bakterii Klebsiella pneumoniae 
heptoz, a w rdzeniu wewnętrznym glukozy i kwasu galak-
turonowego [79,84].

Region Kdo, podobnie jak lipid A, stanowi konserwatywny 
strukturalnie fragment LPS. Przynajmniej jedna cząstecz-
ka tego kwasu lub jego pochodnej, kwasu oktulozonowe-
go, występuje w endotoksynach bakterii Gram-ujemnych. 
Stosunkowo zachowawczy strukturalnie jest także region 
heptozowy, chociaż i w tym komponencie LPS u poszcze-
gólnych mikroorganizmów występuje zróżnicowanie jakoś-
ciowe i ilościowe jednostek cukrowych. Identyfi kowano 
bowiem w tym fragmencie rdzenia nie tylko heptozy, lecz 
także glukozaminę (Bordetella pertussis) [11], glukozę 
(Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica 75R) [5, 66], 
galaktozę i kwas glukuronowy (Vibrio parahaemolyticus) 
[38]. Międzygatunkowe zróżnicowanie profi lu węglowoda-
nowego obejmuje region heksozowy, co jednak nie prze-
czy tezie o względnym konserwatyzmie strukturalnym ca-
łego oligosacharydu rdzeniowego.

Heterogennością budowy charakteryzuje się natomiast, po-
łączony z regionem zewnętrznym rdzenia, antygen O. Ten 
homo- lub heterooligosacharyd jest zbudowany z powta-
rzających się podjednostek, w skład których najczęściej 
wchodzi 2-6 reszt cukrowych, rzadziej 7 lub 8, połączo-
nych liniowo bądź w sposób rozgałęziony [74]. Dotychczas 
w tych strukturach zidentyfi kowano kilkadziesiąt różnych 
monosacharydów, m.in. 2-amino-2,6-dideoksygalaktozę 
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(Proteus penneri 16) [95], kwas N-acetylomuraminowy 
(Proteus penneri 62) [80], kwas N-acetyloneuraminowy 
(Salmonella enterica serovar Toucra O48, Hafnia alvei 
PCM 2386, Escherichia coli O104) [22,23], 2-acetimidy-
no-2,6-dideoksy-L-galaktozę (Yersinia ruckeri serotyp 01) 
[7]. Zależnie od profi lu węglowodanowego antygen O może 
mieć charakter obojętny, jak zazwyczaj u Salmonella, 
kwaśny lub zasadowy, jak najczęściej u Escherichia coli 
[20,44]. W tych zróżnicowanych strukturalnie komponen-
tach LPS występuje często D-glukoza, D-mannoza, D-ga-
laktoza oraz deoksycukry - L-fukoza oraz D- i L-ramno-
za. Antygeny O Enterobacteriaceae mogą zawierać także 
3,6-dideoksyheksozy. Częstymi składowymi łańcuchów 
O-swoistych są również aminocukry występujące w posta-
ci piranozowej, na ogół N-acetylowane, np. D-glukozami-
na, D-mannozamina, D-galaktozamina, N-acetylo-D-glu-
kozamina, N-acetylo-D-galaktozamina [40].

Funkcje biologiczne bakteryjnych endotoksyn

Bakterie Gram-ujemne są wszechobecne w środowisku na-
turalnym. Stanowią znaczną część fl ory jelitowej zwierząt 
i człowieka. Już od chwili narodzin makroorganizmy kon-
taktując się z bakteryjnymi strukturami poli- i oligosacha-
rydowymi prawdopodobnie rozwijają i utrzymują prawid-
łową funkcję układu immunologicznego. Pojawienie się 
w krwiobiegu gospodarza namnażających się, czy też mar-
twych bakterii lub nawet fragmentów ich ścian komórko-
wych jest rozpoznawane przez system odpornościowy, któ-
ry wywołuje wewnątrzustrojową reakcję zapalną. Jednak 
dopiero uwolnienie lipopolisacharydu z powierzchni błony 
zewnętrznej drobnoustroju do krwiobiegu gospodarza umoż-
liwia ujawnienie jego aktywności biologicznej, za którą od-
powiedzialny jest lipid A. Aktywuje on makrofagi i mono-
cyty, komórki śródbłonka i mięśni gładkich, a w mniejszym 
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stopniu także inne komórki, co prowadzi do wytwarzania 
i uwalniania przez nie mediatorów: prostaglandyn, leuko-
trienów, TNF-a, interleukin (IL-1, -6, -8, -10). Niewielkie 
ich nagromadzenie wpływa korzystnie na makroorganizm, 
indukując odporność na zakażenie [43], działając adiuwan-
towo [2,105] i nekrotyzująco wobec tkanki nowotworowej 
[6,17,96]. Wysokie stężenie wymienionych cytokin prowa-
dzi do wielokierunkowego, toksycznego oddziaływania na 
organizm ludzki lub zwierzęcy. Następuje wzrost tempera-
tury ciała, obniżenie ciśnienia krwi, aktywacja składowych 
układu dopełniacza, rozsiane wewnątrznaczyniowe wykrze-
pianie krwi, nekroza komórek szpiku kostnego, leukope-
nia z następującą leukocytozą, hiperglikemia, nadciśnienie 
płucne [44]. Następstwem tych oddziaływań u ludzi może 
być wystąpienie objawów posocznicy i wstrząsu septycz-
nego, który często prowadzi do zgonu.

Część cukrowa nie wykazuje właściwości endotoksycznych, 
ale moduluje aktywność lipidu A [42]. Polisacharyd O-swo-
isty, jako najbardziej wysunięty na zewnątrz komórki skład-
nik LPS, oddziałuje ze środowiskiem zewnętrznym oraz zain-
fekowanym makroorganizmem. Ten komponent endotoksyn 
może spełniać rolę adhezyny, warunkując zdolność przyle-
gania bakterii Gram-ujemnych do podłoża. Ma to znaczenie 
w przypadku atakowania nabłonków przez drobnoustroje, np. 
uropatogenne szczepy Proteus sp. W wielocukrze O znajdu-
ją się także receptory wirusów bakteryjnych. Sugeruje się 
więc, że bakteriofagi nie tylko wiążą się swoiście do okre-
ślonych podjednostek antygenu O, ale także rozpoznają jego 
charakterystyczną konformację przestrzenną [75].

Analiza struktury lipopolisacharydów bakteryjnych

Poznanie struktury LPS wymaga zbadania składu chemiczne-
go zarówno komponenty lipidowej, jak i sacharydowej. W lipi-
dzie A wskazane jest ustalenie rodzaju budującej go jednostki 
aminocukrowej, typu i liczby kwasów tłuszczowych wraz ze 
sposobem ich połączenia w badanej strukturze oraz zweryfi -
kowanie tezy o występowaniu innych komponentów w tym 
fragmencie LPS, np. grup fosforanowych lub etanoloaminy. 
Określenie struktury fragmentu węglowodanowego wymaga 
oznaczenia składu chemicznego, typu i anomerii wiązań, kon-
fi guracji i konformacji składników monocukrowych.

Niezwykle użyteczne we wstępnych badaniach struktu-
ralnych bakteryjnych endotoksyn są techniki chromato-
grafi czne, a szczególnie chromatografi a gazowo-cieczowa 
w połączeniu ze spektrometrią mas. Chęć jej zastosowa-
nia wymusza jednak przeprowadzenie wielu procedur, któ-
rych celem jest rozdzielenie poszczególnych komponentów 
strukturalnych i derywatyzacja budujących je elementów 
(kwasów tłuszczowych i węglowodanów) do pochodnych 
bardziej lotnych niż struktury pierwotne.

Techniki chromatografi czne dostarczając informacji o po-
szczególnych składnikach LPS tworzą podstawę do kon-
tynuowania badań strukturalnych tych makrocząsteczek 
z wykorzystaniem spektroskopii magnetycznego rezo-
nansu jądrowego.

CHROMATOGRAFIA GAZOWO-CIECZOWA W ANALIZIE CUKRÓW

Chromatografi a gazowo-cieczowa jest techniką stosowa-
ną w ustalaniu profi lu węglowodanowego LPS, położenia 

wiązań glikozydowych, a po częściowej, selektywnej hy-
drolizie dostarczającą względnie pełnej informacji o struk-
turze wyjściowego polisacharydu. Stosując chiralne fazy 
stacjonarne lub derywatyzując cukier zawierający centrum 
chiralne, można również określić tą techniką konfi gurację 
absolutną monosacharydów [10].

Analizując profi l węglowodanowy części rdzeniowej i łań-
cucha O-antygenowego należy oddzielić składnik polisa-
charydowy od lipidu A stosując łagodną hydrolizę wią-
zania ketozydowego pomiędzy nieredukującą cząsteczką 
glukozaminy a Kdo w rdzeniu wewnętrznym. Proces ten 
można przeprowadzić 1 [8,52] lub 2% [57,60,78,94] wod-
nym roztworem kwasu octowego, w temperaturze 100°C 
przez 1–5 godzin [1,14,24].

Derywatyzacja cukrów jako metoda 
umożliwiająca zanalizowanie struktury fragmentu 
polisacharydowego endotoksyn techniką 
chromatografi i gazowo-cieczowej

Ze względu na liczne grupy polarne węglowodany są sto-
sunkowo mało lotne, a więc w celu zanalizowania ich 
struktury techniką chromatografi i gazowo-cieczowej na-
leży przeprowadzić je w odpowiednie pochodne o niższej 
temperaturze parowania. Reakcje derywatyzacji obejmują 
grupy hydroksylowe, aminowe, karboksylowe i aldehydo-
we węglowodanów [10]. Chcąc ustalić wspomnianą tech-
niką analityczną profi l węglowodanowy komponenty po-
lisacharydowej modyfi kuje się te struktury najczęściej do 
octanów alditoli. Dodatkowych informacji o położeniu wią-
zań glikozydowych dostarcza derywatyzacja komponen-
ty cukrowej endotoksyn bakteryjnych do częściowo zme-
tylowanych octanów alditoli. Na rycinie 2 przedstawiono 
proponowaną procedurę modyfi kacji struktury LPS do 
wspomnianych pochodnych węglowodanowych składni-
ków analizowanych heteropolimerów.

Modyfi kacja cukrów do octanów alditoli

Analizy profi lu węglowodanowego polisacharydowej skła-
dowej LPS techniką chromatografi i gazowo-cieczowej 
(GLC) wymaga derywatyzacji tych struktur do octanów 
alditoli. Procedura ta powinna więc obejmować rozszcze-
pienie wiązań glikozydowych zachodzące w obecności 
kwasu lub enzymu. Uwolnione cukry należy zredukować 
tetrahydroboranem sodu celem uzyskania alditoli, które 
następnie powinny być zacetylowane.

Hydrolizę wiązań glikozydowych można prowadzić w śro-
dowisku kwasu trifl uorooctowego (TFA), solnego lub siar-
kowego (VI). Ten ostatni katalizator kwasowy powodu-
je znaczną dekompozycję struktur węglowodanowych, 
zwłaszcza ksylozy i mannozy. Na niekorzyść tego kwa-
su świadczą także problemy analityczne związane z usu-
nięciem go ze środowiska po hydrolizie [9]. Wielu ba-
daczy [19,37,57,59,61] składu cukrowego LPS prowadzi 
rozszczepianie wiązań glikozydowych 2M roztworem 
TFA. Zapewnia on bowiem względną stabilność struktu-
ry cukrów obojętnych [9], podczas gdy kwas solny wyma-
ga prowadzenia procesu przy znacznym ograniczeniu do-
stępu powietrza, powodującego dekompozycję jednostek 
monosacharydowych [9]. W środowisku kwaśnym kwa-
sy uronowe ulegają częściowej dekarboksylacji, a N-ace-
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tylowane aminocukry deacetylacji. W tych warunkach na 
degradację w większym stopniu narażone są aldopentozy 
i deoksycukry niż aldoheksozy [9].

Najczęściej zalecaną [9,98] procedurą usuwania roztwo-
ru kwasu solnego po hydrolizie wiązań glikozydowych 

jest wytrącanie go w postaci nierozpuszczalnego chlorku 
srebra, a następnie odwirowanie w celu separacji tej soli. 
Natomiast znacznie mniej kłopotliwe jest usunięcie z ukła-
du reakcyjnego stosunkowo lotnego kwasu trifl uoroocto-
wego, który odparowuje się w strumieniu azotu. Inną za-
letę stosowania do hydrolizy wiązań glikozydowych kwasu 

Masa bakteryjna

Izolacja i oczyszczanie 
endotoksyn

Lipopolisacharydy bakteryjne

Oddzielenie fragmentu polisacharydowego 
od lipidu A (hydroliza kwaśna LPS)

Komponenta węglowodanowa endotoksyn

Defosforylacja 

Endotoksyny bakteryjne niezawierające grup fosforanowych

PROCEDURA UMOŻLIWIAJĄCA 
OKREŚLENIE SKŁADU 

JAKOŚCIOWEGO POLISACHARYDU

PROCEDURA ZMIERZAJĄCA 
DO OKREŚLENIA TYPU WIĄZAŃ 

GLIKOZYDOWYCH MIĘDZY
JEDNOSTKAMI CUKROWYMI

Hydroliza wiązań
glikozydowych

Acetylacja

Polisacharydy ze zredukowanymi 
grupami karboksylowymi Polisacharydy ze zredukowanymi 

grupami karboksylowymi

Monosacharydy
Per-O-metylowane polisacharydy

Alditole
O-metylowane aldozy

 i O-metylowane alditole

Octany  alditoli

Octany O-metylowanych  alditoli

Analiza GLC/MS

Preredukcja
polisacharydów

Preredukcja
węglowodanów

Per -O-metylacja
polisacharydów

Redukcja grup
aldehydowych

Hydroliza wiązań
glikozydowych

Acetylacja Redukcja grup
aldehydowych

O-metylowane alditole

Polisacharydy ze zestryfikowanymi
grupami karboksylowymi

Metylacja grup
karboksylowych
polisacharydów

Metylacja grup
karboksylowych
polisacharydów

Polisacharydy ze zestryfikowanymi
grupami karboksylowymi
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cukrowymi w LPS
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trifl uorooctowego zauważa Biermann [9], opisując meto-
dy analizy struktury węglowodanów. Powołując się na ba-
dania prowadzone przez Griggsa i wsp. [25] stwierdził, iż 
odzysk węglowodanów po 3 godzinnej hydrolizie mucyny 
3M roztworem HCl prowadzonej w temperaturze 100°C 
wynosi odpowiednio 76%, 76,6%, 84,3%, 82,5%, 87,7% 
wyjściowej ilości fukozy, mannozy, galaktozy, N-acetylo-
glukozaminy i N-acetylogalaktozaminy. Natomiast Honda 
i wsp. [33] hydrolizując oligosacharydy 2M roztworem 
TFA przez 6 godzin w temperaturze 100°C uzyskali 93% 
wyjściowej ilości glukozaminy, 94% ksylozy, 95% gluko-
zy, 97% galaktozaminy i 98% fukozy.

Przed hydrolitycznym rozszczepianiem wiązań glikozydo-
wych w środowisku kwaśnym należy zestryfi kować, a na-
stępnie zredukować grupy karboksylowe kwasów urono-
wych wchodzących w skład LPS. Jako czynnik redukujący 
grupy karboksylowe stosuje się najczęściej tetrahydroboran 
sodu lub tetradeuteroboran sodu, dzięki któremu powstają 
pochodne znakowane deuterem, co umożliwia odróżnie-
nie ich od innych cukrów.

Kolejnym etapem derywatyzacji polisacharydowej kom-
ponenty LPS do octanów alditoli jest redukcja grup alde-
hydowych do hydroksylowych uwolnionych cukrów obo-
jętnych. Także w tym przypadku jako czynnik redukujący 
można stosować tetrahydroboran sodu lub tetradeutero-
boran sodu, celem znakowania deuterem pierwszorzędo-
wych atomów węgla występujących pierwotnie w postaci 
ugrupowań aldehydowych. Podczas takiej reakcji powsta-
je wiązanie C-H (lub C-D), dla którego źródłem wodoru 
(deuteru) jest anion wodorkowy (deuterkowy) stosowa-
nego odczynnika. Jednak w przeciwieństwie do redukcji 
grup karboksylowych w tym przypadku atom węgla ule-
ga podstawieniu tylko przez jeden atom wodoru (deuteru). 
Tym samym zachodzi selektywne znakowanie atomu wę-
gla pierwotnego ugrupowania aldehydowego. Mechanizm 
redukcji grupy karbonylowej tetrahydroboranem sodu po-
lega na nukleofi lowej addycji wodorku do grupy karbony-
lowej. Czterokrotne powtórzenie tej addycji wytwarza sole 
zawierające aniony tetraalkoksyboranowe, które hydroli-
zowane są do alkoholi.
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Praktyka wskazuje, iż redukcja ugrupowania aldehydowe-
go zachodzi najefektywniej, gdy jest prowadzona w tempe-
raturze 4°C (w lodówce) przez całą noc (około 12 godz.). 
Powyższe warunki czasowo-temperaturowe prowadze-
nia tego procesu stosowane są przez wielu badaczy struk-
tury bakteryjnych endotoksyn [65,76], aczkolwiek nie-
którzy [56,61] preferują znacznie krótszy czas redukcji 
(1–6 godz.) prowadzonej jednak w wyższych temperatu-
rach (np. 20°C). Fox i wsp. [20,21] twierdzą, że redukcja 
grup aldehydowych tetrahydroboranem sodu powoduje 
otrzymanie z dwóch różnych cukrów identycznego alditolu, 
np. z D-glukozy i L-gulozy powstaje D-glucitol. Ponadto 
otrzymane D-alditole nie mogą być oddzielone od L-aldi-
toli bez chiralnej fazy stacjonarnej lub przeprowadzenia 
ich w chiralne pochodne.

Proces acetylacji otrzymanych alditoli może być prze-
prowadzany bezwodnikiem kwasu octowego w obecno-

ści N-metyloimidazolu, pirydyny lub octanu sodu, jako 
katalizatorów procesu [20,21,23]. Zastosowanie N-mety-
loimidazolu oraz pirydyny sprzyja powstawaniu produk-
tów ubocznych, które powstają w wyniku reakcji wspo-
mnianych katalizatorów z bezwodnikiem octowym [21]. 
Te negatywne procesy zachodzą w większym stopniu, 
gdy acetylacja alditoli w obecności N-metyloimidazo-
lu prowadzona jest w wyższych temperaturach [98]. Fox 
i wsp. [21] twierdzą, iż piki chromatografi czne powsta-
łych artefaktów mogą interferować z oznaczanymi po-
chodnymi alditoli utrudniając prawidłową interpretację 
rozdziału chromatografi cznego. Problem ten może być 
zminimalizowany przez przeprowadzenie po acetylacji 
ekstrakcji octanów alditoli układem woda: heksan (1:1, 
v:v). Wielu badaczy [23,103] struktury kompleksów li-
pidowo-polisacharydowych preferuje pirydynę jako ka-
talizator wspomnianego procesu, stosując równoobję-
tościowy stosunek powyższego związku i bezwodnika 
octowego. Nieco mniej chętnie, jako katalizator acetyla-
cji alditoli, stosowany jest octan sodu, mimo iż charakte-
ryzuje się znacznie mniejszą toksycznością niż pirydyna, 
co eliminuje narażenie analityka na pracę z nieobojętnym 
dla zdrowia odczynnikiem. Fox i wsp. [21] zwracają po-
nadto uwagę na najlepszą efektywność acetylacji aldito-
li prowadzonej w obecności octanu sodu, co być może 
jest konsekwencją minimalizacji tworzenia produktów 
ubocznych, będących przyczyną mniejszej wydajności 
procesu głównego.

Derywatyzacja jednostek węglowodanowych do 
częściowo zmetylowanych octanów alditoli

Celem określenia typu wiązań glikozydowych między jed-
nostkami cukrowymi w oligosacharydach wykorzystywa-
na jest analiza metylacyjna, która polega na syntezie ete-
rów w wyniku metylacji wolnych grup hydroksylowych 
cukrów w warunkach gwarantujących zachowanie niena-
ruszonych wiązań glikozydowych. Otrzymuje się w ten 
sposób per-O-metylowane oligosacharydy, które po hy-
drolitycznym rozszczepieniu wiązań glikozydowych prze-
kształcają się w częściowo zmetylowane monosacharydy. 
Związki te w wyniku redukcji do eterów metylowych aldi-
toli i acetylacji tworzą częściowo zmetylowane octany al-
ditoli. Interpretacja rozdziałów chromatografi cznych mie-
szaniny tych pochodnych pozwala ustalić pozycję wiązań 
glikozydowych między monomerami w oligo- lub polisa-
charydach. Taka możliwość wynika z faktu otrzymania, 
w wyniku opisanej procedury derywatyzacyjnej, pochod-
nej, w której ugrupowania hydroksylowe, zaangażowane 
w tworzenie wiązań glikozydowych polisacharydu, wystę-
pują w postaci zacetylowanej.

Metylacja oligosacharydu jest przeprowadzana zazwyczaj 
metodą Hakomori [28]. W procedurze tej wykorzystywa-
ny jest anion metylosulfi nylometylowy, który katalizuje 
powstanie jonu alkoksylanowego, reagującego następnie 
z jodkiem metylu [28].
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Phillips i Fraser [62] proponują zastosowanie KH i DMSO 
jako źródła jonu metylosulfi nylometylowego.

Postepy Hig Med Dosw (online), 2006; tom 60: 113-128

118



Alternatywną metodą derywatyzacji węglowodanów do 
eterów metylowych jest procedura Ciucanu i Kerek [15]. 
Badacze Ci zakładają, że jon alkoksylanowy powstaje nie 
w wyniku działania jonu metylenowego, lecz anionu hy-
droksylowego lub wodorowego. Źródłem tych jonów jest 
wodorotlenek sodu, wodorotlenek potasu lub wodorek sodu 
w dimetylosulfotlenku, N,N-dimetyloamidzie kwasu mrów-
kowego lub N,N-dimetyloamidzie kwasu octowego.

R(OH)
n
 + B– ↔ R(OH)

n-1
O– + BH

R(OH)
n-1

O– + MeJ ® R(OH)
n-1
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n
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B– + MeJ ® MeB + J–

gdzie B–: NaOH, KOH, NaH [15]

Ciucanu i Kerek [15] uzyskali największą efektywność 
wspomnianego procesu, gdy prowadzili go w obecności 
20 mg wodorotlenku sodu, 300–500 μl dimetylosulfotlen-
ku i 100 μl jodku metylu na 4–5 mg cukru. Warunkiem 
koniecznym derywatyzacji ugrupowań hydroksylowych 
węglowodanów do eterów metylowych jest bezwodne śro-
dowisko reakcji. Problem stanowi także wprowadzenie do 
układu reakcyjnego określonej ilości sproszkowanego, su-
chego wodorotlenku sodu, który jak wiadomo jest związ-
kiem higroskopijnym. Powyższe problemy można rozwią-
zać wprowadzając naważony i wysuszony w strumieniu 
azotu wodorotlenek sodu w pastylkach do określonej ilo-
ści DMSO (tak, aby stężenie NaOH w DMSO wynosiło 
40 mg/ml), a następnie rozdrabniając go w tym rozpusz-
czalniku przez rozcieranie przy ciągłym przedmuchiwa-
niu układu strumieniem azotu. Tak przygotowaną zawie-
sinę wodorotlenku sodu w dimetylosulfotlenku można 
przechowywać w lodówce, dopóki nie stwierdzimy zmia-
ny jej zapachu lub barwy.

Niemałym kłopotem jest także usunięcie z układu reak-
cyjnego DMSO i nadmiaru jodku metylu po derywatyza-
cji węglowodanów. Dane literaturowe sugerują różnorodne 
sposoby rozwiązania tego problemu, począwszy od odpa-
rowania w strumieniu gazu obojętnego [90], a następnie 
dosuszaniu próby przez całą noc w eksykatorze nad pię-
ciotlenkiem fosforu, pod zmniejszonym ciśnieniem [40]; 
przez odmywanie dimetylosulfotlenku i wodorotlenku 
sodu znacznym nadmiarem wody w stosunku do układu 
wyjściowego (10:1), jak proponuje Ciucanu i Kerek [15]; 
a skończywszy na wykorzystaniu techniki ekstrakcji do 
fazy stałej [104].

Inne strategie derywatyzacji grup funkcyjnych 
cukrów

Derywatyzacja grupy hydroksylowej

Oprócz opisanych wyżej metod metylacji grup hydroksy-
lowych cukrów [15,28], Prehm [64] zaproponował szcze-
gólnie przydatną dla wrażliwych na środowisko alkaliczne 
jednostek węglowodanowych, łagodną procedurę, wyko-
rzystującą jako czynnik metylujący trifl uorometylosiar-
czan metylu w obecności trimetylofosforanu. Ten sposób 
derywatyzacji wykorzystywany jest więc przez wielu bada-

czy struktury bakteryjnych endotoksyn do zweryfi kowania 
obecności Kdo lub kwasu sialowego [22,77]. Ohno i wsp. 
[54] sugerują użycie jako czynnika metylującego diazome-
tanu w obecności silikażelu jako katalizatora.

Biermann [10] twierdzi, iż wspomniane grupy funkcyj-
ne cukrów można także poddać trifl uoroacetylacji, stosu-
jąc bezwodnik trifl uorooctowy lub sililacji heksametylo-
disilazanem lub trimetylochlorosilanem w pirydynie. Nie 
zalecanym reagentem stosowanym do sililowania jedno-
stek cukrowych jest bis-(trimetylosililo)-acetamid (BSA) 
ze względu na możliwość anomeryzacji.

Derywatyzacja grupy karboksylowej

W powszechnej praktyce laboratoryjnej derywatyzując 
karboksylowe pochodne cukrów stosuje się redukcję grup 
karboksylowych tetrahydroboranem sodu. Proces ten po-
winien być jednak poprzedzony derywatyzacją wspomnia-
nych ugrupowań, bowiem tetrahydroboran sodu jest stosun-
kowo słabym czynnikiem redukującym. Niektórzy badacze 
[19] poprzedzają redukcję estryfi kacją grup karboksylo-
wych. Inni [88] redukując tetrahydroboranem sodu grupy 
karboksylowe aktywują je karbodiimidem. Severn i wsp. 
[79] zastosowali natomiast tetraborodeuterek litu w tetra-
hydrofuranie, jako silniejszy czynnik redukujący. Lehrfeld 
[39] zmodyfi kował grupy karboksylowe kwasów aldono-
wych N-propyloaminą, otrzymując N-propyloaldonoamidy. 
Biermann [10] proponuje także sililowanie wspomnianych 
ugrupowań, choć utworzone wiązanie estrowe jest szcze-
gólnie wrażliwe na hydrolizę.

Derywatyzacja grupy aldehydowej

W preparatyce analitycznej cukrów grupy aldehydowe lub 
ketonowe są najczęściej redukowane tetrahydroboranem 
sodu do alditoli. W celu umożliwienia analizy jednostek 
węglowodanowych techniką GLC ich grupy aldehydowe 
mogą być także modyfi kowane chlorowodorkiem hydrok-
syloaminy do oksymów, a następnie nitryli lub O-mety-
lową pochodną hydroksyloaminy w O-metylooksymy, po 
czym acetylowane [10].

Rozszczepianie wiązań glikozydowych

Analiza składu monosacharydowego cukrów złożonych 
techniką GLC wymaga – oprócz wyizolowania i oczysz-
czenia – lizy wiązań glikozydowych. Najczęściej, jak już 
wspomniano, stosuje się hydrolizę prowadzoną w obecno-
ści kwasu siarkowego, solnego lub trifl uorooctowego.

Wiązania glikozydowe mogą być także rozszczepiane 
w bezwodnym metanolu w obecności chlorowodoru jako 
katalizatora. Otrzymuje się złożoną mieszaninę metylo-
wych glikozydów monosacharydów. Niektóre acetylowa-
ne aminocukry mogą w czasie tego procesu ulec N-dea-
cetylacji. Podczas metanolizy należy utrzymywać warunki 
bezwodne, ponieważ obecność śladowych ilości wody po-
woduje powstanie złożonej mieszaniny glikozydów oraz 
wolnych form cukrów [9].

Znacznie rzadziej przeprowadza się formylolizę i acetolizę 
oligo- i polisacharydów. Mają one zastosowanie szczególnie 
w przypadku słabo rozpuszczalnych w wodzie metylowa-
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nych polisacharydów. Procedura ta obejmuje rozpuszcze-
nie ich w 90% kwasie mrówkowym i 2 godzinną inkubację 
w 100°C celem rozbicia wiązań glikozydowych. Acetoliza 
jest prowadzona w mieszaninie bezwodnika octowego, 
kwasu octowego i kwasu siarkowego w stosunku objętoś-
ciowym 10:10:1 [9].

Sposoby pokonywania problemów analitycznych 
związanych z obecnością w bakteryjnych 
lipopolisacharydach mało stabilnych struktur 
węglowodanowych

Część wewnętrzna rdzenia endotoksyny zawiera rzadko 
spotykane cząsteczki cukrów, a wśród nich kwas 2-keto-
3-deoksyoktulozonowy (Kdo), który łączy oligosacharyd 
endotoksyny z lipidem A. Stąd też w przypadku analizy 
Kdo strategia analityczna musi uwzględniać niewielką 
stabilność nie tylko wiązań ketozydowych, ale również 
grupy ketonowej, która zostaje uwolniona w wyniku ła-
godnej hydrolizy [86,87]. Tak więc w pierwszym etapie 
postępowania należy przeprowadzać redukcję grupy ke-
tonowej do hydroksylowej w słabo alkalicznym środo-
wisku zawierającym tetrahydroboran lub tetradeutero-
boran sodu. Tak przygotowane pochodne Kdo, metyluje 
się w obecności jodku metylu, co powoduje przekształ-
cenie ich w etery metylowe ze zmetylowaną grupą kar-
boksylową. Po czym należy powtórzyć redukcję pierwot-
nego ugrupowania karboksylowego, które po estryfi kacji 
jest bardziej wrażliwe na działanie tetrahydroboranu sodu. 
W wyniku przeprowadzonej w następnym etapie hydro-
lizy wiązań glikozydowych, otrzymuje się częściowo 
zmetylowane pochodne 3-deoksyoktitoli, których wol-
ne grupy hydroksylowe, a więc uczestniczące w tworze-
niu wiązań z innymi cukrami, należy zacetylować, a po-
wstające w wyniku tej procedury częściowo zmetylowane 
octany 3-deoksyoktitoli zanalizować chromatografi cz-
nie, ustalając na podstawie zarejestrowanych widm ma-
sowych ich strukturę.

W strukturach cukrowych LPS występują również ami-
nocukry, których grupa aminowa jest na ogół zacetylowa-
na. W wyniku hydrolizy wiązań glikozydowych następuje 
częściowa N-deacetylacja. Z tego powodu reszty aminocu-
krów poddaje się ponownej N-acetylacji. Proces ten pro-
wadzony jest bezwodnikiem octowym w obecności nasy-
conego roztworu wodorowęglanu sodu, w temperaturze 
pokojowej przez 30 min. Holst i wsp. [32] proponują, aby 
powstający – w wyniku procedury derywatyzacyjnej cu-
krów, octan sodu usuwać z układu reakcyjnego na katio-
nicie – Dowex 50WX2-400.

Niemałym problemem analitycznym w ustaleniu struktury 
bakteryjnych endotoksyn jest także dekarboksylacja grup 
kwasowych cukrów, która może nastąpić w wyniku hydro-
lizy oligosacharydów [9]. W celu rozwiązania powyższe-
go problemu przeprowadza się estryfi kację ugrupowania 
karboksylowego węglowodanów.

Spektrometria mas w analizie węglowodanów

Informacje o sekwencji polimeru mogą być uzyskane dzię-
ki połączeniu powszechnie stosowanych metod analizy che-
micznej (metylacji i specyfi cznych degradacji) ze spek-
trometrią mas. W tych technikach badana substancja jest 

jonizowana strumieniem elektronów, jonów, cząsteczek, 
lub atomów, co powoduje powstanie tzw. jonów pseudo-
molekularnych, ulegających następnie rozpadowi do jonów 
o mniejszych masach. Ich analiza jest przydatna w identy-
fi kacji struktury badanej substancji [48].

Spektrometria mas z jonizacją strumieniem elektronów 
(Electron Impact – EI), w połączeniu z analizą metylacyjną 
pozwala ustalić skład monosacharydowy badanego cukru 
złożonego. Do zalet tej metody jonizacji zalicza się stosun-
kowo prostą konstrukcję komory jonizacyjnej oraz łatwość 
kontrolowania strumienia elektronów poprzez zmianę prą-
du katody oraz potencjału między nią a anodą. Konieczna 
jest jednak derywatyzacja polarnych substancji organicz-
nych, do których należą m.in. cukry, w bardziej lotne po-
chodne. Jonizacja tego typu powoduje znaczną fragmen-
tację cząsteczki badanego związku, czego rezultatem jest 
otrzymywanie w widmie masowym pasma nie tylko jonu 
molekularnego, ale także jonów powstałych podczas jego 
rozpadu masowego.

W analizie natywnych i modyfi kowanych oligosacha-
rydów wykorzystuje się technikę FAB-MS (Fast Atom 
Bombardment Mass Spectrometry). W tej technice bada-
ny układ rozpuszczony w ciekłej matrycy, którą może być 
glicerol [63], tioglicerol [55,63], alkohol m-nitrobenzylo-
wy [48], bombardowany jest strumieniem rozpędzonych 
atomów ksenonu [51,55] lub jonów cezu [48, 63]. W wy-
niku jonizacji powstają jony dodatnie – (M+H)+ przez 
uprotonowanie cząsteczki lub (M+kation)+ przez przy-
łączenie kationów Na+, K+ i innych. Mogą powstać także 
jony ujemne – głównie są to (M-H)–, ale także (M+anion)–. 
Faza gazowa jest wytwarzana bez konieczności wcześniej-
szego przeprowadzenia substancji w lotne pochodne [48]. 
W przypadku badania złożonych struktur cukrowych, ja-
kimi są polisacharydy bakteryjne, przeprowadza się je 
w oligosacharydy przez łagodną hydrolizę lub specyfi cz-
ne degradacje. Permetylacja i peracetylacja, ukierunko-
wując fragmentację, zwiększa czułość metody. Utlenianie 
nadjodanem struktur cukrowych w połączeniu z metyla-
cją pozwala ustalić miejsca rozgałęzień łańcucha polisa-
charydowego [48].

W analizie cukrów stosuje się także układ MS/MS (Tandem 
Mass Spectrometry), który składa się z dwóch sprzężonych 
ze sobą spektrometrów mas. Technika ta pozwala na ana-
lizę wybranego jonu molekularnego [31,48], lub miesza-
nin bez konieczności ich wcześniejszego rozdziału na ko-
lumnie chromatografi cznej [31].

W ostatnich latach jedną z ważniejszych technik 
w analizie makrocząsteczek biologicznych stała się 
MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-
-Time Of Flight). Jony molekularne są wytwarzane przez 
krótki impuls światła laserowego, a następnie kierowane 
do detektora. Sposobem detekcji jest zwykle pomiar cza-
su przelotu jonów od źródła do detektora (time-of-fl ight) 
[48]. Ważnym elementem analizy MALDI jest dobranie od-
powiedniej matrycy, w przypadku wielocukrów stosuje się 
kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy [48,52,63,68]. W analizie 
MALDI należy usunąć z bakteryjnych struktur cukrowych 
podstawniki fosforanowe i fosfoetanoloaminę, ponieważ nie 
są one odróżniane od N-acetylowanych heksoz. Do tego celu 
używa się 48% wodnego roztworu HF [34].
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Chromatografi a gazowo-cieczowa sprzężona ze 
spektrometrią mas (GLC/MS)

Chromatografi a gazowo-cieczowa sprzężona ze spektrome-
trią mas stanowi technikę o dużym znaczeniu w analizie 
jakościowej i ilościowej materiału cukrowego [48].

Podstawą w zrozumieniu struktury wielocukru jest okre-
ślenie z jakich monosacharydów się składa i jak są one po-
łączone. Najczęściej stosowaną metodą, pozwalającą usta-
lić tego typu informacje, jest analiza GLC/MS częściowo 
zmetylowanych octanów alditoli.

Pozycje grup O-metylowych i O-acetylowych są określane 
na podstawie widm fragmentacyjnych otrzymanych w ana-
lizie GLC/MS. Najczęściej jonizacja składników badanego 
układu zachodzi pod wpływem strumienia elektronów (EI). 
Istnieje kilka reguł fragmentacji zmetylowanych octanów 
alditoli. Pierwszorzędowe jony powstają podczas rozpadu 
wiązań między atomami węgla alditoli. Ładunek zwykle 
pozostaje przy fragmencie z grupą metoksylową połączo-
ną z atomem węgla przy rozbijanym wiązaniu. Najczęściej 
dochodzi do rozpadu wiązania pomiędzy atomami węgla 
z grupami metoksylowymi, a rzadziej gdy wiązaniem po-
łączone są atomy węgla, z których jeden podstawiony jest 
grupą metoksylową, a drugi acetoksylową. Najrzadziej do-
tyczy to wiązania między sąsiadującymi atomami węgla, 
przy których występują grupy acetoksylowe [13]. Jony dru-
gorzędowe powstają przez eliminację z jonów pierwszo-
rzędowych kwasu octowego, metanolu, formaldehydu lub 
ketenu, przy czym preferowana jest utrata podstawnika 
występującego przy węglu b względem atomu węgla, na 
którym jest umiejscowiony ładunek. Jeśli alditol był zna-
kowany na węglu C-1 atomem deuteru, to fragment za-
wierający go ma parzystą wartość stosunku m/z, podczas 
gdy dla jonu, w którym nie jest on obecny, m/z jest niepa-
rzyste [4,31,48,104].

WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA JAKO TECHNIKA 
ANALITYCZNA PRZYDATNA W OCENIE PROFILU WĘGLOWODANOWEGO 
LPS

Wysokosprawna chromatografi a cieczowa (HPLC) jest tech-
niką umożliwiającą analizę ilościową i jakościową, a także 
rozdział mono- i oligosacharydów. Jest często stosowana 
do oczyszczania oligo- i polisacharydów, analizowanych 
następnie techniką GLC. Poza tym – w połączeniu z GLC 
– znajduje zastosowanie w charakteryzowaniu węglowo-
danów złożonych [46].

W celu rozdzielenia cukrów techniką HPLC stosuje się róż-
ne fazy stacjonarne, np. żel krzemionkowy, który bazuje 
na oddziaływaniach polarnych ze składnikami mieszani-
ny. W HPLC z odwróconymi fazami rozdział składników 
badanego układu bazuje na niepolarnych oddziaływaniach 
rozdzielanych substancji z hydrofobowymi łańcuchami 
bocznymi związanymi z żelem krzemionkowym lub usie-
ciowanym polistyrenem. Fazą stacjonarną wypełniającą ko-
lumnę może być także wymieniacz jonowy [46].

W analizie HPLC niezbędne jest dobranie odpowiedniego 
detektora. Często stosuje się detektor refraktometryczny. 
Jednak cechuje go stosunkowo niewielka czułość i niemoż-
ność wykorzystania elucji gradientowej. W celu zastosowa-

nia detekcji spektrofotometrycznej należy zmodyfi kować 
strukturę rozdzielanych cukrów przez wytworzenie ugru-
powania chromoforowego warunkującego detekcję tych 
związków [46]. Jako znaczniki stosuje się związki arylo-
aminowe, takie jak 2-aminobenzamid, kwas antranilowy 
(kwas 2-aminobenzoesowy), 2-aminopirydynę, ester etylo-
wy kwasu p-aminobenzoesowego [3,29]. Związkami tymi 
znakuje się cukry na końcach redukujących tworząc zasady 
Schiffa, które następnie ulegają redukcji NaCNBH

3
 do sta-

bilnego strukturalnie produktu (ryc. 3) [3,29]. Anumula [3] 
rekomenduje detektor fl uorescencyjny jako najwłaściwszy 
w ilościowej analizie tak otrzymanych pochodnych cukrów. 
McGinnis i wsp. [46] wspominają także o możliwości wy-
korzystania w oznaczeniu cukrów techniką HPLC detekto-
ra amperometrycznego oraz spektrometru mas.

IDENTYFIKACJA TECHNIKĄ CHROMATOGRAFII GAZOWEJ KWASÓW 
TŁUSZCZOWYCH BĘDĄCYCH SKŁADNIKAMI BAKTERYJNYCH 
ENDOTOKSYN

W lipidzie A bakterii Gram-ujemnych kwasy tłuszczowe 
połączone są z aminocukrem zarówno wiązaniem ami-
dowym, jak i estrowym. W strukturach endotoksyn bak-
teryjnych występują także kwasy tłuszczowe związane 
estrowo z hydroksykwasami. To zróżnicowanie sposobu 
połączenia lipidowych elementów w LPS znacznie utrud-
nia ich uwalnianie z tych struktur. Należy więc prowadzić 
lizę wiązań łączących kwasy tłuszczowe w endotoksynach 
stosując zróżnicowane czynniki uwalniające i środowisko-
we (warunki kwasowo-zasadowe). Na rycinie 4 przedsta-
wiono schemat postępowania analitycznego zmierzający 
do ustalenia typu i sposobu połączenia kwasów tłuszczo-
wych w lipidzie A.

Metody uwalniania całkowitej puli kwasów 
tłuszczowych ze struktur lipopolisacharydowych

Całkowitą pulę kwasów tłuszczowych można uwolnić 
z LPS poprzez hydrolizę zachodzącą w obecności kwa-
su lub zasady.

W warunkach kwaśnych lizie ulegają zarówno wiązania 
amidowe, jak i estrowe. Dochodzi jednak wówczas do częś-
ciowej dehydratacji 3-hydroksykwasów, co sprzyja tworze-
niu produktów ubocznych, np. polimerów 3-hydroksykwa-
sów i pochodnych 3-acyloksyacylowych [27,99].

Hydroliza alkaliczna zachodząca zarówno w obecności 
silnych (NaOH, KOH), jak i słabych (NH

4
OH i hydrazy-

ny) wodorotlenków także umożliwia odłączenie kwasów 
tłuszczowych związanych zarówno amidowo, jak i estro-
wo. Niestety, w środowisku tym w następstwie b-elimina-
cji [70] powstają znaczne ilości a,b-nienasyconych kwa-
sów tłuszczowych i niewielka pula izomerów b,g [72]. 
Ponadto, powstałe nienasycone kwasy tłuszczowe nie są 
w tych warunkach środowiskowych całkowicie uwalnia-
ne z lipidu A.

Zatem, uwzględniając specyfi kę powyższych środowisk, 
w których są uwalniane lipopolisacharydowe kwasy tłusz-
czowe Haeffner i wsp. [27] zalecają stosowanie wstępnej 
hydrolizy kwaśnej i wtórnej alkalicznej. W warunkach za-
sadowych dochodzi bowiem do rozkładu powstałych w ni-
skim pH związków polimerowych i pochodnych 3-acylok-
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syacylowych. Natomiast pewną niedogodnością w tym 
przypadku może być konieczność karbometylacji wolnych 
kwasów tłuszczowych w celu umożliwienia analizy tych 
struktur techniką GLC/MS. Z tego powodu Wollenweber 
i Rietschel [102] rekomendują katalizowaną kwasem hy-
drolizę LPS, a następnie transestryfi kację prowadzoną 

w obecności kwasu. Procedura ta umożliwia konwersję 
uwolnionych kwasów tłuszczowych oraz produktów ubocz-
nych powstających podczas wstępnego etapu zachodzące-
go w obecności kwasu (polimerów i pochodnych 3-acy-
loksyacylowych) bezpośrednio w estry metylowe kwasów 
tłuszczowych.
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Ryc. 3.  Schemat reakcji tworzenia ugrupowania chromoforowego w węglowodanach w obecności kwasu antranilowego [3]
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Ryc. 4.  Schemat strategii analitycznej umożliwiającej ustalenie typu kwasów tłuszczowych i sposobu ich połączenia w lipidzie A bakterii Gram-ujemnych
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Reakcja transestryfi kacji jako metoda uwalniania 
i estryfi kacji lipopolisacharydowych kwasów 
tłuszczowych

Estry metylowe kwasów tłuszczowych mogą być otrzy-
mane bezpośrednio w wyniku kwaśnej metanolizy lipo-
polisacharydu. Katalizatorem tego procesu mogą być za-
równo kwasy Lewisa (BCl

3
, BF

3
), jak i Brönsteda (HCl, 

H
2
SO

4
). Jednak prowadzenie tej reakcji w obecności trój-

chlorku boru powoduje tylko częściowe uwolnienie zwią-
zanych amidowo kwasów tłuszczowych. Nie obserwuje 
się tego przy zastosowaniu 14% metanolowego roztworu 
trójfl uorku boru (BF

3
), który przeprowadza w estry mety-

lowe kwasy tłuszczowe połączone w lipidzie A zarówno 
estrowo, jak i amidowo. Podczas katalizowanej za pomo-
cą BF

3
 metanolizy mogą powstawać 3-metoksykwasy bę-

dące produktami ubocznymi.

Katalizowana chlorowodorem (HCl) metanoliza, mimo 
iż nie uwalnia ilościowo kwasów tłuszczowych związa-
nych amidowo, może być wykorzystana w celu ozna-
czenia związanych w ten sposób 3-ketokwasów, które 
w roztworze wodnym o niskim pH, ulegają dekarboksy-
lacji. Te komponenty bakteryjnych endotoksyn identyfi -
kuje się prowadząc derywatyzację tych struktur metano-
lowym roztworem HCl z pominięciem wstępnego etapu 
hydrolizy kwaśnej.

Reakcja LPS z metanolowym roztworem HCl, poprzedzona 
hydrolizą w obecności tego samego kwasu, uwalnia iloś-
ciowo kwasy tłuszczowe związane zarówno estrowo, jak 
i amidowo, minimalizując jednocześnie tworzenie się pro-
duktów ubocznych. Dalszy etap estryfi kacji nie jest koniecz-
ny. Procedura ta jest rekomendowana przez Wollenwebera 
i Rietschela [102] w celu ustalania całkowitego profi lu kwa-
sów tłuszczowych bakteryjnych endotoksyn.

Reakcja karbometylacji uwolnionych z LPS kwasów 
tłuszczowych

Estryfi kację kwasów tłuszczowych uwolnionych ze struk-
tur lipopolisacharydowych można prowadzić nie tylko me-
tanolowym roztworem kwasu (HCl, H

2
SO

4
, BCl

3
, BF

3
), 

lecz także metanolem i N,N’-dicykloheksylokarbodiimi-
dem [18] lub diazometanem [58,89], który powoduje szyb-
ką i całkowitą metylację tych związków. Niestety i ta me-
toda derywatyzacji lipidowych komponentów endotoksyn 
nie jest pozbawiona pewnych niedogodności analitycz-
nych. W reakcji z diazometanem a,b-nienasycone kwasy 
tłuszczowe tworzą pochodne pirazolinowe [91], które nie 
są wykrywane techniką GLC/MS [102]. Dlatego w celu 
identyfi kacji nienasyconych kwasów tłuszczowych w LPS 
należy zastosować inne czynniki estryfi kujące te struktu-
ry, np. metanolowy roztwór chlorowodoru. Wollenweber 
i Rietschel [102] twierdzą także, iż w reakcji 3-hydroksy-
kwasów z diazometanem powstają 3-metoksylowe pochod-
ne, lecz ilość tych artefaktów jest stosunkowo niewielka 
i wynosi około 1%.

Uwalnianie ze struktur lipopolisacharydowych 
związanych estrowo kwasów tłuszczowych

Kwasy tłuszczowe związane w LPS estrowo mogą być uwol-
nione poprzez łagodną hydrazynolizę [47], kontrolowaną hy-

droksyloaminolizę [70,81] lub hydrolizę alkaliczną prowa-
dzoną w obecności metanolowego roztworu wodorotlenku 
sodu [82], czy też metanolanu sodu (NaOCH

3
). Pewną al-

ternatywą w uwalnianiu tych związków jest także kolum-
nowa transestryfi kacja prowadzona w obecności wodoro-
tlenku (m-trifl uorometylofenylo) trimetyloamonowego [93]. 
Wielu badaczy lipidowej struktury bakteryjnych endotoksyn 
preferuje transestryfi kację metanolanem sodu, prowadzącą 
bezpośrednio do powstania estrów metylowych [26,67,92]. 
Metanolan sodu indukuje b-eliminację powodującą tworze-
nie wolnych kwasów tłuszczowych uwolnionych z połączeń 
z grupami hydroksylowymi 3-hydroksykwasów związanych 
pierwotnie estrowo z jednostką cukrową lipidu A. Drugim 
produktem tej reakcji są estry metylowe a,b-nienasyconych 
kwasów tłuszczowych przyłączonych pierwotnie do amino-
cukrowego rdzenia. Następstwem nukleofi lowego ataku jo-
nów H

3
CO– na te związki są powstające prawie ilościowo 

[102] estry metylowe 3-metoksyacylu (ryc. 5).

Powstałe w wyniku b-eliminacji wolne kwasy tłuszczowe, 
związane pierwotnie estrowo z grupami hydroksylowymi 
hydroksykwasów, przed analizą chromatografi czną pod-
daje się karbometylacji lub oznacza w postaci niezestry-
fi kowanej z zastosowaniem odpowiedniej kolumny chro-
matografi cznej [70].

Uwalnianie z LPS kwasów tłuszczowych związanych 
amidowo

W wyniku reakcji LPS z metanolowym roztworem NaOCH
3
 

wytrąca się osad, zawierający de-O-acylowany LPS ze zwią-
zanymi amidowo z cukrowym rdzeniem kwasami tłuszczo-
wymi. Te struktury chemiczne można uwolnić w reakcji 
hydrolizy kwaśnej.

W inicjowanej przez NaOCH
3
 reakcji b-eliminacji zacho-

dzi jedynie częściowe uwalnianie kwasów tłuszczowych 
połączonych przez grupę hydroksylową amidowo zwią-
zanych w lipidzie A hydroksykwasów. W konsekwencji 
z rdzeniową jednostką cukrową lipidu A nadal połączone 
są wiązaniem amidowym podstawniki 3-acyloksyacylowe. 
W de-O-acylowanym LPS obecne są pewne ilości a,b-nie-
nasyconych kwasów związanych z grupą aminową cukru 
i w związku z tym niereagujących na atak nukleofi lowy 
jonu H

3
CO–. Wspomniane struktury nie są uwalniane iloś-

ciowo podczas konwencjonalnych procedur hydrolizy lub 
po zastosowaniu metod pośrednich, takich jak utlenianie 
MnO

4
–/IO

4
– lub redukcja deuterem [101].

Związane amidowo z LPS 3-hydroksylowe pochodne kwa-
sów tłuszczowych można także oznaczyć bezpośrednio 
techniką GLC/MS [30], bądź po kontrolowanej degrada-
cji glukozaminy [12].

Uwalnianie z LPS podstawników 3-acyloksyacylowych

Wiele endotoksyn zawiera amidowo i estrowo związane 
ugrupowania 3-acyloksyacylowe [70,101]. Te podstawni-
ki związane estrowo identyfi kuje się oznaczając 3-meto-
ksykwasy tłuszczowe powstałe po reakcji LPS z NaOCH

3
. 

Możliwe jest także uwolnienie tych kwasów tłuszczowych 
przez krótkotrwałą hydrolizę alkaliczną (0,25 M NaOH, 
4 min, 56°C) [70] i bezpośrednią analizę tych struktur tech-
niką chromatografi i gazowej.
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Podstawniki 3-acyloksyacylowe związane amidowo w LPS 
można otrzymać w stanie wolnym przez przekształcenie 
wiązania amidowego, w nietrwałe w niskim pH, wiązanie 
imidowe w reakcji z jodkiem metylu w obecności tlenku 
srebra (ryc. 6). Nawet śladowe ilości wody mogą uwalniać 
niewielkie ilości związanych estrowo podstawników 3-acy-
loksyacylowych. Zatem, żeby odróżnić tego typu struktury 
związane estrowo i amidowo należy powtórzyć procedu-
rę zarówno w obecności jak i przy braku czynnika mety-
lującego (jodku metylu).

Stereochemiczna analiza kwasów tłuszczowych

Kwasy tłuszczowe zawierające grupy hydroksylowe przy 
2 lub 3 atomie węgla występują w postaci izomerów op-
tycznych, czyli diastereoizomerów. Mogą być więc iden-

tyfi kowane poprzez pomiar stopnia skręcalności właś-
ciwej [69,70]. Niestety jest to kłopotliwe postępowanie 
analityczne ze względu na niewielkie ilości oznaczanych 
kwasów tłuszczowych pochodzenia lipopolisacharydowe-
go. Opracowana przez Karlssona i Paschera [35] analiza 
techniką chromatografi i gazowo-cieczowej diastereoizo-
merów będących pochodnymi bakteryjnych hydroksy-
kwasów pozwala na wstępne rozdzielenie 2- i 3-hydrok-
syacyli. Kryterium tej separacji jest długość łańcucha 
węglowego i konfi guracja otrzymanych w wyniku proce-
dury L-fenyloetyloamidów (R)- lub (S)-2- bądź 3-meto-
ksykwasów [69,71].

W lipidzie A mogą występować mononienasycone kwasy 
tłuszczowe. Chcąc więc określić strukturę tego komponen-
tu należy ustalić położenie wiązania podwójnego w węglo-
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wodorowym łańcuchu tych związków. W tym celu można 
przeprowadzić derywatyzację kwasów do pochodnych piko-
linylowych [83,106]. Mayer i wsp. [45] wykorzystali disul-
fi d dimetylu (DMDS) w celu określenia nie tylko pozycji 
wiązania podwójnego, lecz także jego izomerii cis/trans. 
Metoda ta niestety nie jest przydatna w oznaczaniu poło-
żenia wiązań podwójnych w kwasach tłuszczowych zawie-
rających dodatkowe grupy funkcyjne [45].

Inne metody modyfi kacji struktury 3-hydroksykwasów

Derywatyzacja 3-hydroksykwasów tłuszczowych może 
obejmować acetylację, trifl uoroacetylację, trimetylosi-
lilację, butylodimetylosililację, O-metylację z udziałem 
eterowego roztworu BF

3
 i diazometanu lub jodku metylu 

w obecności tlenku srebra [102].

Reakcjami charakterystycznymi dla 3-hydroksykwasów są: 
redukcja estrów metylowych i konwersja do acetonidów, 
dehydratacja wolnych hydroksykwasów pod wpływem 
bezwodnika kwasu octowego, tribromku fosforu i t-buta-
nolanu potasu lub stężonego kwasu siarkowego. Powstałe 
a,b-nienasycone kwasy tłuszczowe ulegają przekształce-
niu w estry pikolinylowe, bądź są redukowane do kwa-
sów nasyconych lub utleniane do kwasów krótszych o 2 
atomy węgla od wyjściowych [102]. Powszechnie stoso-
waną metodą derywatyzacji grup hydroksylowych jest si-
lilacja, bądź trimetylosililacja hydroksykwasów, mająca 
na celu zwiększenie lotności analitów oraz minimalizację 
oddziaływań grup polarnych tych związków, co w konse-
kwencji gwarantuje uzyskanie miarodajnych wyników iloś-
ciowych. W badaniach struktury lipopolisacharydowych 
kwasów tłuszczowych jako czynnik sililujący stosowany 
jest najczęściej N,O-bis-(trimetylosililo)trifl uoroacetamid
 (BSTFA) [16,36,85].

Techniki chromatografi czne w analizie profi lu 
lipidowego bakteryjnych endotoksyn

Identyfi kację pochodnych estrowych kwasów tłuszczo-
wych przeprowadza się na podstawie analizy porównaw-
czej ich czasów retencji z danymi tabelarycznymi, które 
otrzymano dla wzorców analizowanych w analogicznych 
warunkach. Przy zastosowaniu spektrometrii mas z joniza-
cją pochodnych kwasów tłuszczowych strumieniem elek-
tronów o energii 70 eV następuje fragmentacja analitu na 
karbokationy o określonych wartościach masy do ładun-
ku (m/z) (ryc. 7).
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Ryc. 7.  Widma masowe przykładowych pochodnych metylowych 
kwasów tłuszczowych (ester metylowy kwasu 
3-hydroksytetradekanowego, ester metylowy kwasu 
2-hydroksytetradekanowego i ester metylowy kwasu 
3-metoksytetradekanowego) wraz z zaznaczeniem 
charakterystycznych jonów masowych otrzymanych 
w spektrometrze mas w wyniku jonizacji strumieniem 
elektronów o standardowej energii 70 eV
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