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Dades del centre: 

Biosfer Teslab és una empresa spin-off de la Universitat Rovira i Virgili (URV) i l’Institut de 

Recerca Sanitària Pere Virgili (IISPV), que opera en el sector del diagnòstic in vitro de bio-

fluids mitjançant espectroscòpia de ressonància magnètica nuclear de protons (1H-RMN), una 

tecnologia d’alt rendiment.  

El principal producte de Biosfer Teslab és el test Liposcale, en el que es caracteritza el perfil de 

lipoproteïnes del torrent sanguini determinant de forma directa i ràpida la mida, la composició 

lipídica i el nombre de les principals classes de lipoproteïnes (VLDL, LDL i HDL), així com la 

concentració de partícules de nou subclasses diferents, sense haver de fraccionar el sèrum san-

guini. 

A més del test Liposcale, Biosfer també ofereix altres serveis, com el perfilat de metabòlits de 

baix pes molecular (LMWM profiling), un test de glicoproteïnes, lipidòmica de sèrum, cultius 

cel·lulars i teixits, i la caracterització de metabòlits aquosos en cultius cel·lulars, femta, orina i 

teixits tant humans com animals. Aquestes proves analítiques van dirigides a universitats, cen-

tres d’investigació, professionals sanitaris, empreses farmacèutiques, empreses alimentàries i 

laboratoris d’anàlisis clíniques. 

Les diferents anàlisis experimentals es realitzen a les instal·lacions del Centre de Ciències Òmi-

ques (COS), un centre dirigit per la URV i gestionat per EURECAT. El COS és un centre d’in-

vestigació científica i tècnica equipat amb les tecnologies més avançades de genòmica, trans-

criptòmica, proteòmica i metabolòmica. 
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Resum: 

La lipidómica, és la ciència que estudia els lípids a gran escala, generant perfils de les diferents 

famílies lipídiques biogèniques, l’estudi exhaustiu de les seves vies metabòliques i la interpre-

tació de la seva importància fisiològica, basada en tècniques de química analítica i anàlisis es-

tadístiques.  

Gràcies a la seva importància, en aquest treball es busca optimitzar i automatitzar el protocol 

d’extracció dels lípids a partir de sèrum humà per a una posterior anàlisi lipidòmica emprant 

espectroscòpia de ressonància magnètica nuclear de protons. Així, es va analitzar el protocol 

per detectar dos possibles punts crítics: la liofilització de les mostres i la congelació de la fase 

orgànica amb solvent d’extracció i sense. No es van observar diferències significatives entre les 

dues condicions en ambdós casos. En el cas de la liofilització es va observar una predominança 

de l’efecte biològic sobre l’efecte analític, pel que es va decidir liofilitzar les mostres amb el fi 

de facilitar l’automatització del procés. En el cas de la congelació, és preferible emmagatzemar 

la fase orgànica sense els solvents d’extracció, però en cas que no sigui possible, qualsevol 

conjunt de mostres ha de ser tractat amb les mateixes condicions. 

Amb la finalitat d’automatitzar el protocol, es va programar el robot dispensador de líquids 

“Agilent Bravo Automated Liquid Handling Platform” per automatitzar la resuspensió de la 

mostra desprès de ser liofilitzada i l’extracció de la fase orgànica. Es van observar coeficients 

de variació menors quan es realitza el protocol automatitzat, així com una superposició quasi 

perfecta dels espectres de RMN de les alíquotes tractades automàticament, a diferència de les 

tractades manualment. 

 

Paraules clau: 

 

Lipidòmica     

Ressonància Magnètica Nuclear 

Deconvolució 
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1. Introducció: 

1.1. Lípids: 

Els lípids són una classe heterogènia de biomolècules que presenten una gran diversitat d’es-

tructura i funció biològica, actuant com components estructurals de les membranes cel·lulars, 

fonts d’emmagatzematge d’energia, components de les vies de senyalització, participació en el 

transport de biomolècules o regulació metabòlica. Tot i la gran diversitat estructural que pre-

senten els lípids, aquest grup de biomolècules exhibeixen una característica global, insolubilitat 

en aigua però solubilitat en solvents orgànics, com el cloroform, alcohols i altres hidrocarburs, 

pel que es classifiquen com a molècules hidrofòbiques1. Algunes espècies lipídiques que pre-

senten dominis hidrofílics grans, com els sacarolípids, no són solubles en solvents orgànics. 

1.1.1. Classificació dels lípids: 

A diferència dels àcids nucleics i les proteïnes, que estan compostes principalment per una 

combinació lineal de 4 nucleòtids i 20 aminoàcids respectivament, les estructures lipídiques són 

generalment molt més complexes degut al gran nombre de transformacions bioquímiques que 

tenen lloc durant la seva biosíntesi2.  

Un gran nombre de fonts i recursos, com The Lipid Library3 i Cyberlipids4 classifica els lípids 

en simples i complexos. Els lípids simples són aquells que donen lloc com a molt a dues entitats 

desprès de patir una hidròlisi, com els acilglicerols i les ceres. En canvi, els lípids complexos 

són aquells que donen lloc a tres o més entitats desprès d’una hidròlisi, com els fosfolípids, els 

sacarolípids, els lipoaminoàcids i els nucleolípids4. Altres classificacions també afegeixen un 

grup més, els lípids derivats, format per les substàncies derivades de la hidròlisi de lípids sim-

ples i complexos, com els àcids grassos, alcohols, esteroides o carotenoids. 

El Comitè Internacional de Classificació i Nomenclatura dels Lípids va desenvolupar al 2005 

un sistema de classificació de lípids basat en principis químics i bioquímics ben definits, que 

ha passat per diverses revisions durant els últims anys per representar totalment les estructures 

lipídiques provinents d’una gran varietat d’organismes. Aquesta classificació lipídica es pot 

consultar a la base de dades LIPID MAPS5. Segons aquesta classificació els lípids es defineixen 

com a molècules petites amb caràcter hidrofòbic o amfipàtic que s’originen a partir de conden-

sacions basades en carbanions de tioèsters i/o condensacions basades en carbocations d’unitats 
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d’isoprè. Aquesta classificació organitza els lípids en vuit categories ben definides que inclouen 

organismes eucariòtics i procariòtics (Taula 1.1.). 

Categoria Abreviació  Origen 

Acils grassos FA Condensacions basades en carbanions de tioèsters 

Glicerolípids GL Condensacions basades en carbanions de tioèsters 

Glicerofosfolípids GP Condensacions basades en carbanions de tioèsters 

Esfingolípids SP Condensacions basades en carbanions de tioèsters 

Lípids d’esterol ST Condensacions basades en carbocations d’unitats d’isoprè 

Lípids de prenol PR Condensacions basades en carbocations d’unitats d’isoprè 

Sacarolípids SL Condensacions basades en carbanions de tioèsters 

Policètids PK Condensacions basades en carbanions de tioèsters 

 

Els 8 grups lipídics que recull aquesta classificació es divideixen en diverses classes i subclas-

ses. Els acils grassos inclouen principalment els àcids grassos, les ceres i els eicosanoids. Els 

glicerolípids els formen principalment els acilglicerols (monoglicèrids, diglicèrids i triglicè-

rids), i els glicerofosfolípids es defineixen per la presència d’un grup fosfat esterificat a un grup 

hidroxil-glicerol. Els esfingolípids contenen un esquelet d’esfingosina unit a un àcid gras i/o 

altres molècules. Els lípids d’esterol i de prenol provenen de la mateixa ruta biosintética, però 

aquests es separen en dos grups degut a les seves diferències en estructura i funció. Els esterols 

tenen una estructura basada en l’esterà i l’exemple més representatiu és el colesterol. S’utilitza 

el terme sacarolípid per descriure aquells compostos que tenen àcids grassos units directament 

a un esquelet d’un glúcid, formant estructures compatibles amb les bicapes lipídiques que for-

men les membranes, a diferència dels glicolípids, que poden ser derivats de qualsevol de les 

vuit categories lipídiques6. Els policètids s’obtenen per la condensació modular principalment 

de monòmers d’acetil-CoA amb unitats allargadores de malonil-CoA. 

Degut a que la tecnologia principal d’anàlisi d’espècies lipídiques és l’espectrometria de mas-

ses, i aquesta tècnica no cobreix les detalls estructurals pels quals s’agrupen els lípids en la 

classificació de LIPID MAPS, s’ha desenvolupat una altra classificació lipídica que descriu les 

estructures derivades de les tècniques d’espectrometria de masses7. 

Taula 1.1. Classificació dels lípids segons el sistema de classificació de la base de dades 

LIPID MAPS. Taula modificada5.  
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1.2. Lípids presents al plasma sanguini humà: 

El plasma sanguini humà, o en el seu defecte, el sèrum sanguini, és la font de partida de molts 

estudis lipidomics. El plasma sanguini humà presenta un alt contingut lipídic, amb una concen-

tració de lípids al voltat de 8020 nmol/ml i unes 890 espècies lipídiques diferents8 (Taula 1.2.). 

Tot i que els àcids grassos lliures representen una fracció petita dels àcids grassos totals en 

plasma, aquests representen una classe lipídica altament activa metabòlicament. El teixit adipós 

n’és la principal font. En condicions normals, l’alliberament d’àcids grassos per aquest teixit té 

lloc per demanda d’energia, tot i que en diversos desordres metabòlics aquesta homeòstasi es 

pot veure afectada, alliberant àcids grassos lliures en excés. Dins dels àcids grassos, els princi-

pals trobats en plasma són l’àcid oleic, l’àcid palmític i l’àcid esteàric (78% del total). L’àcid 

Taula 1.1. Classificació dels lípids segons el sistema de classificació de la base de dades 

LIPID MAPS. Taula modificada5.  

Figura 1.1. Exemples de cada categoria de lípids segons la classificació LIPID MAPS. a) 

àcid araquidònic, un acil gras (àcid gras), b) triglicèrid, un glicerolípid, c) fosfatidilcolina, 

un glicerofosfolípid, d) esfingomielina, un esfingolípid, e) colesterol lliure, un lípid d’es-

terol, f) α-terpinol, un lípid de terpè, g) UDP-2,3-diacil-glucosamina, un sacarolípid i h) 

eritromicina, un policètid macròlid. 
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linoleic i l’àcid araquidònic (ARA) són els principals àcids grassos poliinsaturats (PUFAs) lliu-

res en plasma (8% del total)8. L’àcid eicosapentanoic (EPA) i l’àcid docosahexaenoic (DHA) 

també es troben presents de forma lliure en nivell significants, però amb menor mesura8. 

Categoria 
Nombre 

d’espècies 

Concentració 

(nmol/ml) 

Acils grassos   

Àcids grassos lliures 31 214 

Eicosanoides 76 0.071 

Total 107 214 

Glicerolípids   

Triglicèrids 18 1058 

Altres 55 52 

Total 73 1110 

Glicerofosfolípids   

Fosfatidilcolina 31 1974 

Fosfatidiletanolamina 38 435 

Lisofosfatidilcolina 12 103 

Altres 79 84 

Total 160 2596 

Esfingolípids   

Esfingomielina 101 303.5 

Altres 103 14,5 

Total 204 318 

Lípids d’esterol   

Esterols lliures 14 826 

Esterols esterificats 22 2954 

Total 36 3780 

Lípids de prenol 8 4,62 

Suma de totals 588 8023 

Els glicerolípids representen una proporció elevada dels lípids totals presents en plasma. Dins 

d’aquests, els triacilglicèrids (TAG) en són els més abundants. La concentració absoluta de 

TAG és dependent de la ingesta alimentària, ja que la síntesi i l’empaquetament dels TAG en 

lipoproteïnes és el mecanisme principal pel qual aquests lípids són distribuïts als diferents tei-

xits. També hi ha presència de diacilglicèrids (DAG) al plasma però en nivells inferiors. Es 

troben 1,2-DAGs i en menor mesura també 1,3-TAGs8. 

S’han detectat més de 200 espècies diferents de glicerofosfolípids, sent-ne les principals la fos-

fatidilcolina (PC), la fosfatidiletanolamina (PE) i en menor mesura la lisofosfatidilcolina (LPC). 

Taula 1.2. Grups de lípids i espècies quantificades amb la seva concentració en plasma 

sanguini humà. Taula modificada8. 
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Aquestes espècies juntament amb alguns esfingolípids com l’esfingomielina formen la mem-

brana monocapa de les lipoproteïnes1. 

Es poden trobar esterols tant lliures com esterificats al plasma, sent-ne l’espècie principal el 

colesterol (3,76 µmol/ml), seguit d’esterols intermediaris en la ruta de biosíntesi del colesterol 

(2~6 nmol/ml)8. Els esterols esterificats representen la classe lipídica més abundant en plasma. 

1.3. Lipidòmica: 

Degut al rol biològic central que tenen els lípids en múltiples funcions cel·lulars i a l’elevat 

nombre de d’espècies i la seva influència en processos homeostàtics i en estats relacionats amb 

diverses malalties, ha sorgit la necessitat d’estudiar els lípids a gran escala, sent la ciència que 

s’encarrega d’aquest àmbit d’estudi la lipidòmica. El conjunt total de lípids d’una cèl·lula, un 

teixit, un òrgan o un organisme es coneix com el lipidoma9.  

La lipidòmica utilitza els principis i les tècniques de la química analítica. Les tècniques basades 

en cromatografia i espectrometria de masses són la plataforma analítica més emprada actual-

ment10,11, ja que proporcionen una caracterització completa de totes les espècies constituents en 

la mostra en funció de les diferents propietats fisicoquímiques10. 

La lipidòmica presenta un gran nombre d’aplicacions en la recerca biomèdica, ja que les tècni-

ques analítiques utilitzades ens permeten comparar fàcilment el lipidoma en diferents condici-

ons. Existeix una gran diversitat de patologies en les quals els lípids presenten un paper central, 

per la qual cosa la lipidòmica ha estat aplicada a: síndrome metabòlic i diabetis, desordres neu-

rològics, càncer i desordres inflamatoris crònics entre altres. De forma similar, el perfilat del 

lipidoma s’aplica en l’avaluació dels beneficis en la salut de dietes i suplements nutricionals i 

per l’estudi dels efectes en teràpies farmacològiques en assajos clínics. A més a més, el perfil 

lipidòmic s’ha convertit en una eina important en la tecnologia alimentaria per determinar les 

propietats nutricionals i tecnològiques dels aliments12. 

1.3.1. Espectrometria de masses aplicada a lipidòmica: 

L’espectrometria de masses (MS) és la tècnica analítica més utilitzada en lipidòmica degut a 

l’alta capacitat qualitativa, amb una elevada sensibilitat i selectivitat. La lipidòmica basada en 

MS es pot dividir en dos camps: la lipidòmica no dirigida i la lipidòmica dirigida. La lipidòmica 

no dirigida, també anomenada lipidòmica global, té com objectiu identificar i quantificar tots 

els lípids d’un sistema, i s’utilitza per obtenir una vista global de les diferents espècies lipídiques 
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d’una mostra. La lipidòmica dirigida, en canvi, es delimita en la caracterització de lípids espe-

cífics13. 

Las principal limitació de la lipidòmica basada en l’espectrometria de masses és la quantificació 

absoluta, ja que el tipus de preparació de les mostres i l’ambient molecular afecten a la intensitat 

del senyal de MS de cada compost. També es produeix un fenomen anomenat quenching d’ions, 

on el senyal dels lípids poc ionitzables es veu atenuat per espècies més fàcilment ionitzables, el 

que requereix d’una separació prèvia de les espècies lipídiques per una quantificació precisa14. 

A més a més, l’espectrometria de masses destrueix la mostra durant el procés d’anàlisi, pel que 

no es pot recuperar la mostra per altres anàlisis complementaries i és una tècnica poc reprodu-

ïble.12 

1.3.2. Ressonància magnètica nuclear: 

L’espectroscòpia de ressonància magnètica nuclear (RMN) és una tècnica versàtil principal-

ment utilitzada per l’elucidació d’estructures de compostos orgànics, la determinació estructu-

ral i dinàmica de macromolècules i més recentment per l’elaboració de perfils de metabòlits en 

el camp de la metabolòmica15. 

Només són visibles es espectroscòpia RMN els nuclis (isòtops) amb una abundància natural 

suficientment alta per ser detectats i que presenten un espín nuclear desaparellat. Es descriu 

l’espín com una propietat estretament lligada al moviment d’una partícula subatòmica sobre un 

eix i el seu moviment angular. La rotació permanent d’aquesta càrrega en el seu eix genera un 

camp magnètic, per la qual cosa es pot imaginar el nucli com un petit imant16 (Figura 1.2. a). 

En la majoria d’àtoms, com el 12C, els espins es troben aparellats els uns amb els altres, causant 

que el nucli de l’àtom no presenti un espín total. Els principals nuclis utilitzats en RMN són 1H, 

13C i 31P entre altres, sent l’espectrometria 1H-RMN la més usada degut a l’alta abundància 

natural d’aquest isòtop.  

Figura 1.2. a) Rotació d’un nucli sobre un eix i formació del seu camp magnètic, b) Ali-

neació dels nuclis amb el camp magnètic al qual s’exposen16. 
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En l’espectrometria RMN la mostra es sotmet a l’efecte d’un camp magnètic fort. Cada nucli 

es pot alinear amb el camp magnètic o en contra d’aquest si tenen un valor d’espín positiu o 

negatiu respectivament (Figura 1.2. b). Desprès d’un temps d’estabilització, s’aplica un puls 

d’energia de radiofreqüència potent a la mostra causant un canvi de l’estat energètic dels nuclis 

al seu oposat (Figura 1.3. a). Durant els següents segons, els nuclis retornen a l’estat d’energia 

original (Figura 1.3. b), i la caiguda de la freqüència es recull per un receptor que les converteix 

en informació digital a l’espectròmetre16. 

S’obté un output observable que resulta en una ona cosinusoidal en decadència. Si hi ha nuclis 

diferents a la mostra capaços de produir senyal, el resultat és la suma de les diferents ones. Els 

senyals es sostreuen de la freqüència de l’espectròmetre donant com a resultat una ona cosinu-

soidal en decadència de baixa freqüència, que només conté les diferents freqüències entre la 

freqüència de l’espectròmetre i dels nuclis. Aquest senyal s’anomena free induction decay 

(FID)17 (Figura 1.4.). 

Degut a la complexa forma que adquireix el FID quan hi ha presència de múltiples nuclis, no 

es poden interpretar dades a partir d’aquest. Es realitza un tractament del senyal anomenat 

Figura 1.4. FID d’un sol tipus de nucli. Aquest senyal conté la mateixa informació que un 

espectre de RMN convencional. La freqüència del senyal relatiu de l’espectròmetre ve do-

nada per la freqüència de la ona cosinusoidal17. 

Figura 1.3. a) Excitació dels nuclis (pas de l’estat d’energia baixa a l’estat d’energia alta), 

b) Relaxació dels nuclis, amb la conseqüent emissió d’energia de radiofreqüència16.  
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transformació de Fourier. A partir d’aquest càlcul s’obté l’espectre de RMN, amb freqüència a 

l’eix horitzontal i intensitat a l’eix vertical. 

Degut a que els diferents espectròmetres de RMN operen a camps magnètics diferents, i a major 

camp magnètic, major resolució. Les freqüències depenen del camp magnètic que s’aplica, per 

la qual cosa l’eix horitzontal s’estandarditza representant el desplaçament químic en parts per 

milió (ppm)16. El desplaçament químic es descriu com la diferència entre la freqüència de res-

sonància del nucli i un estàndard. Per establir una escala de desplaçament químic és necessari 

escollir una substància com a estàndard intern i definir el seu desplaçament químic a zero. L’es-

tàndard més utilitzat és el tetrametilsilà (TMS)17. 

1.3.3. Ressonància magnètica nuclear aplicada a lipidòmica: 

La caracterització detallada de les espècies lipídiques utilitzant les tècniques d’espectroscòpia 

de 1H-RMN és difícil, ja que les estructures moleculars magnèticament equivalents donen res-

sonàncies amplament superposades i no és una tècnica tant sensible com la MS. No obstant, les 

anàlisis lipidòmiques utilitzant 1H-RMN proporcionen una visió general ràpida de les principals 

famílies lipídiques (àcids grassos, glicerolípids i esterols) i algunes espècies individuals com 

l’àcid araquidònic (Figura 1.5. i Annex I). L’espectroscòpia de RMN també presenta certs avan-

tatges sobre l’ús de MS per lipidòmica, com la no derivatització de les mostres, no es requereix 

Figura 1.5. Espectre de l’extracció lipídica d’una mostra de plasma amb els senyals lipí-

dics identificats. CE: colesterol esterificat, CF: colesterol lliure, FA: àcid gras, ARA: àcid 

araquidònic, EPA: àcid eicosapentanoic, DHA: àcid docosahexaenoic, MUFA: àcids 

grassos monoinsaturats, SM: esfingomielina, LPC: lisofosfatidilcolina, PC: fosfatidilco-

lina, TG: triglicèrids, GPL: glicerofosfolípids12. 
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d’una separació dels components, l’àrea espectral és proporcional a l’abundància molecular (el 

que la fa quantitativa), la linealitat espectral evita l’ús de múltiples estàndards interns per la 

calibració i l’espectroscòpia de RMN és una tècnica robusta, altament reproduïble, ràpida i au-

tomatitzable. Addicionalment, les tècniques de RMN són no destructives, pel que la mostra 

queda intacta i pot ser utilitzada per estudis posteriors12. 

A més, la quantificació de les espècies de glicerofosfolípids no és sempre possible quan s’uti-

litzen les tècniques de MS, ja que aquestes presenten diferents respostes a la font de la ionització 

per electrospray (ESI)14.  

1.4. Mètodes d’extracció lipídica: 

El plasma sanguini i el sèrum són les matrius més comunament utilitzades en estudis lipidomics. 

Degut al gran contingut de components presents al plasma sanguini (cèl·lules, proteïnes i pèp-

tids, compostos nitrogenats, nutrients, lipoproteïnes, lípids lliures i lípids units a proteïnes...), 

s’ha de realitzar una extracció per poder obtenir els lípids, que pot resultar complexa18. Degut 

a l’elevada diversitat estructural de les espècies lipídiques cap mètode és idoni per l’extracció 

total de les diferents espècies lipídiques. Els mètodes d’extracció principals són el mètode de 

Folch i el mètode de Bligh i Dyer, publicats ja fa més de cinquanta anys i amb un inconvenient 

principal, la fase orgànica en la que es troben els lípids és la fase inferior, i per tant hi pot haver 

una contaminació de la fase orgànica al retirar-la19. 

1.4.1. Mètode de Folch: 

El mètode de Folch va ser dissenyat al 1951, sent el primer protocol d’extracció de lípids uti-

litzant el sistema de solvents cloroform/metanol. La mostra biològica es dilueix 1:20 (v/v) en 

cloroform/metanol 2:1 (v/v) i s’homogeneïtza. El protocol original realitza l’homogeneïtzació 

de la mostra directament en cloroform i preferiblement a temperatures baixes i en períodes 

curts. S’addicionen de forma ràpida solvents que desnaturalitzen les proteïnes i bloquegen l’ac-

ció de les activitats enzimàtiques per tal de preservar el perfil lipídic del sistema. L’extracte es 

filtra per separar els residus precipitats. S’addiciona un equivalent de 0,2 d’aigua respecte el 

volum total de cloroform/metanol addicionat. La mostra es separa en una fase aquosa superior 

d’aigua/metanol i una fase orgànica inferior de cloroform en un rati 10:60 (v/v), i la mostra es 

centrifuga per forçar la separació, formant una interfase amb les proteïnes precipitades20.  

El principal desavantatge d’aquest mètode és la distribució de les fases, situant-se la fase aquosa 

a la part superior i la fase orgànica amb els lípids a la part inferior, pel que hi pot haver 
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problemes de contaminació de la fase orgànica amb impureses de la fase aquosa al ser retirada, 

dificultant el procés i l’automatització. A més, la utilització de cloroform, un compost nociu 

per la salut10. 

1.4.2. Mètode de Bligh i Dyer: 

El mètode d’extracció de lípids de Bligh i Dyer va ser dissenyat al 1959 per un procediment 

eficient per l’estudi de la descomposició de lípids en peixos congelats. El principi bàsic d’aquest 

mètode està basat en el mètode de Folch però utilitzant menys cloroform i metanol. El teixit 

homogeneïtzat es mescla amb cloroform/metanol 1:2 (v/v) i posteriorment s’afegeix un volum 

més de cloroform. Desprès de mesclar s’afegeix 1 volum d’aigua destil·lada i es deixa incubar. 

La suspensió resultant consisteix en residus no extraïbles en una solució de cloroform/meta-

nol/aigua 2:2:1,8 (v/v/v). Aquesta suspensió és filtrada i es deixa incubar, obtenint la separació 

de fases. A la part superior es troba la fase aquosa amb molècules polars i a la part inferior la 

fase orgànica amb els lípids. Presenta els mateixos desavantatges que el mètode de Folch20. 

1.4.3. Mètode MTBE: 

El mètode MTBE va ser dissenyat per tal d’evitar els desavantatges dels mètodes d’extracció 

tradicionals amb la formació de la fase orgànica a la part inferior, per tal de facilitar l’automa-

tització del procés d’extracció. L’extracció es realitza a partir de metil tert-butil èter (MTBE) 

amb un rati MTBE/metanol/aigua 10:3:2,5 (v/v/v).  El principal desavantatge d’aquest mètode 

és el gran contingut de components aquosos, que pot augmentar la contaminació per compostos 

solubles en aigua10. 

1.4.4. Mètode BUME: 

El mètode BUME soluciona els dos problemes dels mètodes d’extracció de lípids substituint el 

cloroform per butanol i amb la formació de la fase orgànica a la part superior. S’afegeix una 

solució de butanol-metanol (BUME) a la mostra en un rati BUME/mostra 3:1 (v/v) i es mescla. 

L’ús de butanol permet una extracció eficient de les espècies lipídiques més polars. S’afegeix 

un segon dissolvent; el protocol original amb heptà-acetat d’etil en rati 3:1 (v/v) amb la mostra, 

però l’heptà pot ser substituït amb diisopropil d’èter (DIPE), ambdós solvents no polars. L’ad-

dició de DIPE:EtAc promou la formació de les fases de forma espontània, formant la fase or-

gànica en la qual es troben els lípids i el butanol a la part superior i la fase aquosa a la part 

inferior amb els components polars i el metanol19. També s’afegeix aigua desionitzada en rati 
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3:1 (v/v) amb la mostra per tal de formar la fase aquosa en la qual s’allotjaran les molècules 

polars. 

Com s’ha comentat anteriorment, aquest mètode permet la formació de la fase orgànica a la 

part superior, facilitant l’automatització del procés d’extracció lipídica amb la utilització d’un 

robot dispensador de líquids. A més a més, no requereix de cloroform, un component tòxic, i a 

diferència del mètode MTBE, que també forma la fase orgànica a la part superior, la fase aquosa 

formada pel mètode BUME presenta menys quantitat de components aquosos21. Tot i això, el 

principal avantatge d’aquest mètode és el rati de solvents/mostra (inferior a 4:1), facilitant l’au-

tomatització10. 

2. Hipòtesis i objectius: 

“L’optimització i l’automatització del protocol d’extracció lipídica utilitzant el robot dispensa-

dor de líquids redueix el temps del procés analític sense afectar al rendiment d’aquest” 

Les diferents proves realitzades en aquest treball tenen com a objectiu l’automatització d’un 

procés d’anàlisi lipidòmica utilitzant un robot dispensador de líquids per reduir el temps i la 

complexitat del protocol original. Per tal de realitzar aquesta automatització, es van identificar 

a més a més dos possibles punts crítics en el protocol, i es van definir els següents objectius 

secundaris. 

El primer objectiu secundari és la determinació de l’efecte de la liofilització sobre les mostres, 

ja que la liofilització d’aquestes facilita l’automatització del procés. El segon objectiu secundari 

és la determinació de l’efecte de la congelació de les mostres amb els solvents orgànics, per 

determinar quin és l’ordre òptim en l’automatització del procés. 

3. Metodologia 

3.1. Protocol estàndard d’extracció de mostres lipídiques: 

El procés actual d’anàlisi lipidòmica dut a terme per Biosfer Teslab precisa de mostres conge-

lades de sèrum o plasma humà. De cada mostra es liofilitzen 200 µl durant 24 hores. Les mostres 

liofilitzades es resuspenen en 100 µl de PBS (50 mM i pH=7.4) manualment i es traspassen a 

tubs de vidre per evitar la possible corrosió dels tubs de plàstic per part dels solvents orgànics 

posteriorment utilitzats, fet que contaminaria la mostra obtenint espectres de RMN amb super-

posició de pics. Posteriorment, amb el robot dispensador de líquids “Agilent Bravo Automated 
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Liquid Handling Platform” es realitza l’extracció seguint el mètode BUME optimitzat amb dii-

sopropil èter (DIPE)19. Primer s’afegeixen a cada tub 300 µl de butanol:metanol 3:1 (v/v) 300 

µl de diisopropil èter:acetat d’etil 3:1 (v/v) i 300 µl d’aigua desionitzada. Les mostres es cen-

trifuguen a 4ºC durant 5 minuts, forçant la separació de fases i obtenint la fase orgànica a la 

part superior i la interfase i la fase aquosa a la part inferior. Es repeteix el procés dos cops 

afegint només 300 µl de DIPE:EtAc i centrifugant a les mateixes condicions. La recuperació de 

la fase orgànica es realitza de manera automàtica amb el robot dispensador de líquids. 

Després de l’obtenció de la fase orgànica els tubs són congelats amb el solvent per la seva 

posterior anàlisis. Els solvents orgànics utilitzats per extreure la fase orgànica són assecats uti-

litzant el SpeedVac durant 4 hores per evitar que solapin els senyals lipídics a l’espectre de 

RMN. Les mostres es resuspenen posteriorment a mà amb 700 µl de al solució de cloroform, 

metanol i aigua deuterats,  CDCl3:MeOD:D2O 16:7:1 (v/v). La solució de solvents deuterats 

conté tetrametilsilà (TMS), que s’utilitza per referenciar l’espectre. Les mostres són mesurades 

a 283 K emprant l’espectròmetre “Bruker Avance III-600”, que opera a 600,2 MHz. 

3.2. Efecte de la liofilització sobre mostres biològiques: 

Per avaluar l’efecte de la liofilització es seleccionen 3 mostres de sèrum amb un rang ample de 

colesterol i triglicèrids prèviament analitzades amb el test Liposcale. El test Liposcale analitza 

exhaustivament el perfil de lipoproteïnes present en una mostra, obtenint la concentració de 

Figura 3.1. Esquema del procés d’anàlisi lipidòmica per ressonància magnètica nuclear 

realitzat per Biosfer Teslab actualment. Figura creada utilitzat BioRender. 
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colesterol i triglicèrids de cada tipus de lipoproteïna, la seva mida i la seva concentració total. 

De cada mostra s’obtenen 200 µl per les alíquotes a liofilitzar i 200 µl per les alíquotes no 

liofilitzades. Per poden normalitzar i quantificar les concentracions de les diferents espècies 

lipídiques a partir de les dades de Liposcale es necessiten 200 µl de mostra, ja que és la mateixa 

quantitat de mostra analitzada per aquest test. El mètode BUME està optimitzat per partir d’un 

volum de 100 µl, pel que les alíquotes liofilitzades es resuspenen en 100 µl de PBS i les alíquo-

tes no liofilitzades es realitza un duplicat per cada mostra amb 100 µl de mostra intacta. El 

procés d’extracció lipídica i la reconstitució de les mostres liofilitzades es realitza pel procés 

prèviament descrit. Els 100+100 µl no liofilitzats es reunifiquen durant la reconstitució per ar-

rossegar els lípids i que la quantitat extreta sigui comparable amb la de les mostres liofilitzades. 

Les mostres són analitzades tal i com s’ha descrit prèviament. 

3.3. Efectes dels solvents orgànics en l’estabilitat de les mostres: 

Es prepara un pool a partir de 4 mostres de sèrum. A partir d’aquest pool es preparen 10 alí-

quotes: dos per les alíquotes basals a temps 0 (B0), dos per les alíquotes que seran congelades 

sense solvent i dos per les alíquotes que seran congelades amb solvent per un temps de 3 dies 

(SS3 i AS3 respectivament) i dos mostres que seran congelades sense solvent i dos mostres que 

seran congelades amb solvent per un temps de 7 dies (SS7 i AS7 respectivament). 

Alíquotes Temps Condició 

B0 0 Basal 

SS3 3 Congelació sense solvent 

AS3 3 Congelació amb solvent 

SS7 7 Congelació sense solvent 

AS7 7 Congelació amb solvent 

Les mostres són liofilitzades i es realitza la resuspensió manual amb 100 µl de PBS. S’extreu 

la fase orgànica amb el robot dispensador de líquids pel mètode BUME mitjançant el procedi-

ment prèviament descrit. La fase orgànica de B0 és assecada, reconstituïda i mesurada el mateix 

dia de l’extracció. Les alíquotes sense solvent (SS3 i SS7) són assecades utilitzant el SpeedVac 

i posteriorment congelades amb les alíquotes que no han estat sotmeses a un procés d’assecatge 

(AS3 i AS7). Cada alíquotes es reconstitueixen i analitzen passat 3 i 7 dies respectivament. 

  

Taula 3.1. Nomenclatura i condició de les diferents alíquotes preparades. Per cada con-

dició es realitza un duplicat. 



20 

 

 

3.4. Passos a automatitzar: 

Per tal d’automatitzar el protocol estàndard d’extracció de lípids es programa el software del 

robot dispensador de líquids “Agilent Bravo Automated Liquid Handling Platform”, generant 

un nou protocol capaç de realitzar els dos dels passos manuals del procés de forma automàtica: 

la resuspensió de les mostres liofilitzades i la reconstitució de la fase orgànica. 

Les mostres liofilitzades es resuspenen en 100 µl de PBS manualment. Es modifica el protocol 

actual amb el software específic del robot dispensador de líquids  per tal de realitzar la resus-

pensió de la mostra i l’extracció lipídica pel mètode BUME en una sola operació. Es decideix 

resuspendre les mostres amb aigua desionitzada per evitar afegir sals a la mostra, ja que les 

mostres ja arriben diluïdes en PBS. Si la concentració de sals és superior, la força iònica aug-

menta i hi ha més probabilitat d’un eixamplament dels senyals als espectres de RMN degut a 

un shimming no òptim.  

Per l’automatització de la reconstitució de la fase orgànica es crea un nou protocol utilitzant el 

robot dispensador de líquids capaç de reconstituir la fase orgànica en 700 µl de la solució de 

solvents deuterats, que posteriorment es traspassen a tubs de RMN de forma automàtica. Per 

estudiar una possible diferència entre el procés manual amb PBS i el procés automàtic amb 

aigua, a partir d’una mostra control s’obtenen quatre alíquotes, dos pel procés manual i les altres 

dos per l’automàtic. El procediment seguit és el mateix que el del procés inicial en les alíquotes 

manuals i en les alíquotes automàtiques s’implementen nou protocol. 

3.5. Deconvolució dels espectres lipídics: 

Utilitzant el software TopSpin es processen els espectres per corregir les fases d’ordre zero i 

primer ordre. La deconvolució dels senyals lipídics d’interès es realitzen mitjançant un software 

propi de Biosfer, Lipidscale, que imita amb funcions matemàtiques els senyals dels espectres 

per obtenir l’àrea d’aquestes. La deconvolució consisteix a partir d’una regió d’un espectre de 

RMN, definir una sèrie de funcions matemàtiques, la suma de les quals reprodueix al màxim 

possible l’espectre original. 

Les concentracions es poden quantificar normalitzant amb un factor de correcció per la concen-

tració de colesterol obtinguda si s’ha realitzat prèviament el test Liposcale. Es pot realitzar 

aquesta quantificació de les àrees ja que l’àrea és proporcional al nombre de protons, i aquest 

al nombre de molècules. 
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En el cas de l’avaluació dels efectes dels solvents orgànics en l’estabilitat dels lípids, no es 

disposava de la concentració de colesterol determinada per Liposcale. Es van normalitzar les 

àrees de cada senyal a partir de l’àrea total dels senyals presents en totes les mostres.  

4. Resultats i discussió: 

4.1. Efectes de la liofilització: 

Els espectres de RMN obtinguts són processats, i es deconvolucionen els senyals d’interès au-

tomàticament mitjançant Lipidscale. A l’annex I es recullen els senyals lipídics observats als 

espectres i posteriorment quantificats que es repetiran en totes les figures.  

Per comparar les mostres es construeix la Figura 4.1., en la que es representen les mitjanes 

aritmètiques de les alíquotes per cada condició amb els valors del seu error estàndard. Degut al 

nombre reduït de mostres no és possible veure diferències significatives. 

Fórmula 1. Càlcul realitzat per l’obtenció de la concentració d’una espècie lipídica, on X 

és un senyal qualsevol. 

Figura 3.2. Exemple de la deconvolució dels senyals de la fosfatidilcolina, lisofosfatidil-

colina i esfingomielina (d’esquerra a dreta). La línia vermella és l’espectre original, les 

línies blaves són les diferents funcions matemàtiques i la línia verda la suma de les dife-

rents funcions. 

Concentració de X  mM = Àrea de X
Colesterol total Liposcale (mM)

Colesterol Total RMN
 

δ (ppm) 
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Els senyals de glicerofosfolípids, fosfatidilcolina, esfingomielina i lisofosfatidilcolina,  semblen 

presentar una tendència obtenint concentracions més altes d’aquestes espècies lipídiques en les 

mostres liofilitzades. Les lipoproteïnes presents al sèrum estan formades per una monocapa 

lipídica i les apolipoproteïnes. Aquesta monocapa lipídica està constituïda principalment per 

fosfolípids, sent la fosfatidilcolina el principal, seguit de l’esfingomielina i la lisofosfatidilco-

lina. També hi ha altres fosfolípids minoritaris, com la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina 

i el fosfatidilinositol, tots glicerofosfolípids1. L’augment de les espècies de fosfolípids en les 

mostres liofilitzades es podria explicar per la possible disrupció de les membranes de les lipo-

proteïnes per causa de la liofilització, alliberant aquestes espècies lipídiques i incrementant la 

seva concentració al sèrum22. 

També s’observa un augment en la concentració dels àcids grassos saturats en les mostres lio-

filitzades, augmentant la seva concentració més d’un 20% respecte a les no liofilitzades. Pot ser 

que s’obtingui aquest resultat ja que les mostres no segueixen una distribució normal, i al trac-

tar-se de tant poques mostres les no es poden treure conclusions robustes partint d’aquesta di-

ferència.  

Figura 4.1. Representació de les concentracions mitjanes en mM dels diferents senyals 

lipídics amb els valors dels errors estàndard. Amb la prova de U de Mann-Whitney es 

troben els valors-p, sent tots superiors a 0,05. 
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Les concentracions de colesterol total són pràcticament iguales a diferència de l’esperat23. Per 

confirmar aquestes tendències s’hauria de realitzar la prova amb un nombre de mostres més 

elevat.  

A causa de l’elevat nombre d’espècies lipídiques que es quantifiquen en es realitza una anàlisi 

de components principals (PCA) (Figura 4.2.), per tal de reduir el nombre de variables a dues 

noves dimensions que expliquen la variabilitat de les dades. Cada dimensió és una combinació 

lineal de les diferents variables originals. A partir del PCA generat es pot observar que les 

alíquotes estan agrupades segons la mostra de la qual provenen i no segons la seva condició 

(liofilitzades o no liofilitzades). A més a més, també es separa clarament una de les mostres de 

les altres dos (alíquotes 3 i 6 respecte a 1 i 4, i 5 i 2) amb respecte al primer component principal. 

Aquesta mostra més separada conté una concentració de lípids més elevada respecte de les 

altres. Per tant, les tendències observades prèviament són molt menys rellevants que el fet que 

siguin la mateixa mostra. Es pot dir l’efecte biològic predomina sobre l’efecte analític. 

  

Figura 4.2. Anàlisi de components principals de les diferents alíquotes. Les alíquotes 1 i 

4, 5 i 2 i 3 i 6 representen les 3 mostres respectivament. S’observa la separació de les 

alíquotes per mostra i no segons si han estat liofilitzades o no. 
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4.2. Congelació amb solvent i sense solvent d’extracció: 

Es representa la mitjana aritmètica de les àrees normalitzades obtingudes per cada senyal lipídic 

amb el seu error estàndard per cada condició (figures 4.3. a 4.5.). En la majoria de senyals 

s’observen valors més semblants entre ells en les alíquotes congelades sense solvent respecte a 

les congelades amb solvent. 

S’observa una disminució de la concentració en algunes dels senyals referents als àcids grassos 

insaturats (Figura 4.4.), principalment els senyals de ω6+ω7, ω9 i els àcids grassos poliinsatu-

rats (PUFA) entre les alíquotes basals i la resta. Aquests àcids grassos són els més probables a 

ser oxidats de forma espontània, per la presència d’enllaços dobles24.  

S’observa un augment de la quantitat de lisofosfatidilcolina i una disminució de la fosfatidilco-

lina present en les mostres congelades amb solvent respecte a les congelades sense solvent (Fi-

gura 4.5.). Aquest efecte es podria explicar pel trencament d’un dels enllaços èster de la fosfa-

tidilcolina, alliberant un àcid gras i formant la lisofosfatidilcolina en presència de solvent orgà-

nic en la mostra. 

Figura 4.3. Representació de les àrees normalitzades mitjanes amb l’error estàndard dels 

diferents senyals del colesterol i triacilglicèrids. S’observen valors més semblants entre 

ells en les alíquotes congelades sense solvent respecte a les congelades amb solvent. 



25 

 

 

                                                                                                                                                     

Figura 4.5. Representació de les àrees normalitzades mitjanes amb l’error estàndard dels 

diferents senyals de fosfolípids. S’observa la diferència entre inversament proporcional 

entre la fosfatidilcolina i la lisofosfatidilcolina segons la condició. 

Figura 4.4. Representació de les àrees normalitzades mitjanes amb l’error estàndard dels 

diferents senyals d’àcids grassos saturats i insaturats. S’observa la diferència entre les 

alíquotes basals respecte a les restants probablement degut a reaccions d’oxidació dels 

dobles enllaços. 
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Pel fet que és difícil que tingui lloc l’oxidació espontània d’aquestes espècies lipídiques a una 

temperatura de -80ºC, es creu que aquestes oxidacions tenen lloc durant el procés d’assecatge 

utilitzant el SpeedVac, realitzat a temperatura ambient, però on les mostres poden assolir tem-

peratures majors. Com que no s’observen diferències prou significatives entre les alíquotes 

congelades amb solvent i les congelades sense solvent es conclou que és millor emmagatzemar 

les mostres sense solvent per evitar possibles oxidacions causades per aquests, però no hi ha 

inconvenients en congelar les mostres amb solvent en casos puntuals, sempre que totes les mos-

tres d’un mateix conjunt es tractin de la mateixa manera. 

Per tal de reduir la dimensionalitat de les dades aquestes es representen en una anàlisi de com-

ponents principals (Figura 4.6.). S’observa que les alíquotes a dia 3 s’agrupen per condició, en 

canvi, les alíquotes a dia 7 no, per la qual cosa es pot pensar que hi ha una tendència a una 

pèrdua de l’homogeneïtat de les mostres com més temps estiguin les mostres congelades. 

Figura 4.6. Anàlisi de components principals de les diferents alíquotes. Les alíquotes 1 i 

2 fan referència a les alíquotes congelades sense solvent durant 3 dies, les alíquotes 3 i 4 

les congelades amb solvent durant 3 dies, les 5 i 6 les congelades sense solvent durant 7 

dies i les alíquotes 7 i 8 les congelades amb solvent durant 7 dies. S’observa una agrupació 

de les alíquotes congelades durant 3 dies segons la mostra a la que pertanyen, però 

aquesta agrupació es perd en les alíquotes congelades durant 7 dies. 
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4.3. Automatització del protocol estàndard d’extracció lipídica 

Per tal de determinar si el protocol manual o automàtic és més precís es calcula el coeficient de 

variació (CV). Com es mostra a la Taula 4.1., els valors obtinguts dels coeficients de variació 

del procediment automàtic són en la majoria de casos inferiors als coeficients de variació del 

procediment manual, reduint-se en més d’un 90% en senyals com els SFA, el linoleic, ω3 o 

ARA+EPA, entre altres. De totes formes s’obtenen CV baixos pels dos procediments. S’obté  

1 valor aberrant, el coeficient de variació del DHA. Aquest valor aberrant pot no provenir del 

procés analític, sinó que l’increment de la variabilitat pot tindre el seu origen en el procés de la 

deconvolució, ja que es tracta d’un senyal poc abundant, el que es tradueix en una baixa inten-

sitat i per tant en una baixa relació senyal/soroll de fons, el que dificulta la seva quantificació.  

 Manual Automàtic 

 Mitja (mM) 
Desviació 

estàndard 
CV Mitja (mM) 

Desviació 

estàndard 
CV 

C18E 3.48 0.09 2.66 3.91 0.06 1.65 

C18L 2.13 0.30 14.23 1.96 0.02 1.03 

C18T 5.61 0.40 7.06 5.87 0.04 0.76 

C19E 3.41 0.17 4.97 3.26 0.04 1.26 

C19L 2.05 0.05 2.57 2.21 0.14 6.44 

C19T 5.46 0.22 4.07 5.47 0.18 3.35 

SFA 6.60 0.51 7.81 6.53 0.01 0.11 

ω6 + ω7 4.95 0.32 6.51 5.44 0.07 1.28 

ω9 2.78 0.14 4.96 2.97 0.07 2.34 

ω3 0.49 0.04 8.52 0.53 2.6·10-3 0.49 

Linoleic 3.87 0.33 8.41 3.99 0.03 0.68 

PUFAT 11.93 1.11 9.29 13.09 0.30 2.29 

ARA+EPA 1.30 0.21 16.26 1.46 0.01 0.59 

DHA 0.16 6·10-4 0.40 0.18 0.04 20.95 

TG 0.82 0.10 11.76 0.89 0.07 7.97 

GPL 3.08 0.25 8.28 3.32 0.16 4.86 

PC 2.20 0.10 4.78 2.50 0.05 1.94 

SM 0.81 0.07 8.63 0.87 3.9·10-3 0.45 

LPC 0.77 0.06 7.87 0.76 1.4·10-3 0.18 

El solapament dels espectres de les quatre rèpliques junts mostra una superposició quasi per-

fecta de les rèpliques 3 i 4, els automàtics. En canvi, les rèpliques 1 i 2 presenten espectres més 

variables entre ells mateixos i els preparats pel protocol automàtic (Figura 4.8.). Aquest fet 

Taula 4.1. Mitjana aritmètica en mM, desviació estàndard i coeficient de variació (CV) de 

les dades obtingudes pels controls processats manual i automàticament. S’observen coefi-

cients de variació menors en la majoria de senyals. 



28 

 

 

juntament amb els valors dels coeficients de variació calculats prèviament indica que l’automa-

tització del procés no introdueix variabilitat, i de fet la redueix. 

A més a més, en l’automatització de la resuspensió de la mostra liofilitzada s’hi afegeix un 

canvi, es resuspen la mostra en aigua desionitzada en comptes de PBS. La liofilització no eli-

mina les sals presents al PBS, per la qual cosa, una resuspensió en PBS augmenta la concentra-

ció salina de la mostra i, per tant, la força iònica. La força iònica afecta al shimming, un parà-

metre de RMN relacionat amb l’homogeneïtzació del camp magnètic. Si la mostra presenta més 

contingut salí, el shimming no és òptim i s’obtenen pics més amples25. 

  

Figura 4.8. Solapament dels espectres de RMN dels quatre controls. Rèplica 1 (blau) i 

rèplica 2 (vermell) analitzades manualment. Rèplica 3 (verd) i rèplica 4 (lila) analitzades 

automàticament. a) Regió de l’espectre amb els senyals de la fosfatidilcolina, la lisofosfa-

tidilcolina i l’esfingomielina. S’observa poca superposició de la rèplica 1 amb la resta de 

rèpliques. b) Regió de l’espectre amb els senyals dels PUFAs i l’àcid linoleic. S’observa 

poca superposició de les rèpliques 1 i 2 respecte elles mateixes i les rèpliques analitzades 

automàticament. 

δ (ppm) 
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5. Conclusions: 

L’objectiu principal d’aquest treball és l’automatització del protocol, per tal de reduir el temps 

de treball, ja que la lipidómica, com totes les ciències òmiques, treballa a gran escala amb un 

nombre elevat de mostres, pel que el temps de preparació i tractament de les mostres és elevat 

quan es treballa amb grans conjunts de mostres. Tal com s’ha determinat, l’automatització del 

procés no només redueix el temps de treball gràcies a l’ús del robot dispensador de líquids per 

realitzar la resuspensió de les mostres i la reconstitució de la fase orgànica, sinó que també 

redueix la variabilitat introduïda per l’error humà a l’hora de tractar les mostres manualment, 

com es pot veure gràcies a la reducció del coeficient de variació de les mostres analitzades 

automàticament i al solapament dels espectres d’aquestes. 

Amb la finalitat d’automatitzar el protocol, també s’han analitzat dos possibles punts crítics del 

procés. S’ha determinat gràcies a la reducció de les variables mitjançant el PCA que les dife-

rents alíquotes s’agrupen segons la mostra de la qual provenen i no segons si han estat liofilit-

zades o no, predominant l’efecte biològic sobre l’analític. D’aquesta manera, es prefereix la 

liofilització de les mostres per facilitar l’automatització del protocol, evitant el duplicat neces-

sari en les mostres no liofilitzades ja que el mètode BUME utilitzant el robot dispensador de 

líquids està optimitzat per 100 µl, reduint el temps d’anàlisi i la utilització de més solvent del 

necessari.  

També s’ha determinat que la congelació de la fase orgànica amb solvent o sense solvent no 

presenta diferències significatives, i tot i que es prefereix un emmagatzematge de les mostres 

sense solvents per tal d’evitar possibles oxidacions de certes espècies lipídiques, el més impor-

tant és tractar totes les mostres d’un mateix conjunt amb les mateixes condicions. 

Amb la maquinària i el mètode d’extracció utilitzat actualment en aquesta anàlisi lipidòmica, 

el protocol no pot ser més automatitzat. La principal limitació de l’estudi és el nombre de mos-

tres, degut a l’entorn de l’empresa, tot i això, la RMN és una tècnica robusta i molt reproduïble, 

sent aquest estudi una primera aproximació en l’anàlisi de l’efecte de la liofilització i la conge-

lació amb solvent d’extracció. 
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Autoavaluació: 

Durant la meva estada a Biosfer Teslab amb la finalitat de desenvolupar el meu Treball de Fi 

de Grau, he pogut portar a la pràctica diferents coneixements teòrics adquirits en diferents as-

signatures de la carrera, com l’estructura dels lípids i la seva síntesi a Bioquímica i Productes 

Naturals d’Interès Industrial, les bases teòriques de la ressonància magnètica nuclear a Química 

Orgànica i el tractament de dades òmiques a Biologia de Sistemes. A més a més, aquesta estada 

de pràctiques m’ha permès entrar en contacte amb maquinària de laboratori d’última generació 

no utilitzats durant els laboratoris de les diferents assignatures, com el liofilitzador, localitzat al 

Servei de Recursos Científics, el robot dispensador de líquids i l’espectròmetre de RMN, loca-

litzats ambdós al COS. 

A més a més, les dades han estat tractades mitjançant l’ús de softwares específics del camp de 

RMN, com TopSpin per corregir els espectres i el software propi de Biosfer, Lipidscale, per tal 

de deconvolucionar les senyals i obtenir les àrees. Les dades han estat analitzades mitjançant el 

software de programació R, per tal de generar les taules i les diferents figures. 

Els coneixements adquirits, tant de treball de laboratori com de tractament de dades han estat 

de molta ajuda per la meva formació acadèmica i professional. A més a més, la meva estada a 

Biosfer Teslab ha estat el meu primer contacte amb el treball en una empresa de l’àmbit cientí-

fic, i per tant m’han ajudat a créixer professional i personalment.  
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Annex I: Espècies lipídiques i senyals deconvolucionades dels espectres 

Senyal Multiplicitat 
Nombre 

de protons 
Estructura 

Desplaçament 

químic (ppm) 

C18E singlet 3 C18-H3 0,691 

C18L singlet 3 C18-H3 0,694 

C19E singlet 3 C19-H3 1,040 

C19L singlet 3 C19-H3 1,013 

SFA triplet 3 CH3(CH2)n 0,886 

ω6 triplet 3 CH3(CH2)n 0,900 

ω7 triplet 3 CH3(CH2)n 0,898 

ω9 triplet 3 CH3(CH2)n 0,888 

ω3 triplet 3 CH3-CH2-C=C 0,982 

Linoleic triplet 2 -CH=CH-CH2-(CH=CH-CH2-)n 2,783 

PUFA1 triplet 2 -CH=CH-CH2-(CH=CH-CH2-)n 2,862 

PUFA2 triplet 2 -CH=CH-CH2-(CH=CH-CH2-)n 2,854 

PUFA3 triplet 2 -CH=CH-CH2-(CH=CH-CH2-)n 2,827 

PUFA4 triplet 2 -CH=CH-CH2-(CH=CH-CH2-)n 2,817 

ARA multiplet 2 -CH=CH-CH2-CH2-CH2CO-OR 1,699 

EPA multiplet 2 -CH=CH-CH2-CH2-CH2CO-OR 1,697 

DHA multiplet 4 -CH=CH-CH2-CH2-CO-OR 2,420 

TG multiplet 1 Esquelet de glicerol (C2-H) 5,237 

GPL multiplet 1 Esquelet de glicerol (C2-H) 5,288 

PC singlet 9 -CH2-N-(CH3)3 3,208 

SM singlet 9 -CH2-N-(CH3)3 3,192 

LPC singlet 9 -CH2-N-(CH3)3 3,201 

 

  

Taula suplementària 1. Senyals lipídics deconvolucionats obtingudes dels espectres de 

RMN, amb la seva multiplicitat, el nombre de protons, l’estructura química i el desplaça-

ment químic en les que apareixen. (Linoleic: n=1, PUFAs: n≥2). 

C18E: colesterol 18 esterificat, C18L: colesterol 18 lliure, C19E: colesterol 19 esterificat, 

C19L: colesterol 19 lliure, SFA: àcids grassos saturats, w6: omega 6, w7: omega 7, w9: 

omega 9, w3: omega 3, Linoleic: àcid linoleic, PUFAs: àcids grassos poliinsaturats, ARA: 

àcid araquidònic, EPA: àcid eicosapentaenoic, DHA: àcid docosahexaenoic, TG: triglicè-

rids, GPL: glicerofosfolípids, PC: fosfatidilcolina, SM: esfingomielina i LPC: lisofosfati-

dilcolina. Taula modificada12,26. 
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Figura suplementària 1. Regions dels espectres de RMN dels senyals lipídics deconvolu-

cionats en les diferents proves realitzades. a) C18E: colesterol 18 esterificat, C18L: coles-

terol 18 lliure, b) C19E: colesterol 19 esterificat, c) C19L: colesterol 19 lliure, d) SFA: 

àcids grassos saturats, ω6: omega 6, ω7: omega 7, ω9: omega 9, e) ω3: omega 3, f) 

Linoleic: àcid linoleic, PUFAs: àcids grassos poliinsaturats, g) ARA: àcid araquidònic, 

EPA: àcid eicosapentaenoic, h) DHA: àcid docosahexaenoic, i) TG: triglicèrids, GPL: 

glicerofosfolípids, j) PC: fosfatidilcolina, SM: esfingomielina i LPC: lisofosfatidilcolina. 

L’eix de les x mostra el desplaçament químic en ppm. 
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Annex II: Maquinària utilitzada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura suplementària 2. Eespectròmetre “Bruker Avance III-600”. Opera a 600,2 MHz. 

Utilitzat en totes les mesures. 

 

Figura suplementària 3. Robot dispensador de líquids “Agilent Bravo Automated Liquid 

Handling Platform”. 
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Annex III: Instruccions de treball de l’extracció de lípids 
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