GLICERIDOS DE SUERO
| METODOS DE VALORACION*

Dres. CARLOS PASCUAL MOSTAZA y AUGUSTO COROMINAS VILARDELL

Queridos colegas: ]

He de presentar —y me honro en hacerlo— a dos esforzados investigadores
de la cdtedra del profesor Mdximo Soriano, que trabajan perseverantemente en
el Departamento de Bioquimica.

El segundo, ya ha disertado en esta noble Casa, para iniciar la exposicion
de sus curiosas pesquisas en torno de los lipidos, pesquisas que viene tutelando
“in partibus” nuestro “Fondo Ramdn Turrd”.

También ha sabido ofrecernos una gran Memoria, que optaba al Premio
“dnales de Medicina y Cirugia® y que fue calificada de “laudable”. Dicha Me-
moria acaba de publicarse en Anales.

Hoy no puede asistir materialmente a la sesién, porque una osteomielitis de
fémur, muy pertinaz, le retiene en cama lejos de Barcelona.

Y el primero integra, con otros, el equipo de Corominas. Su modestia y su
timidez son tan grandes, que no se decide a ocupar esta tribuna bicentenaria.
Pero su valia es de las que confortan el dnimo.

En nombre de los dos resumiré, muy brevemente, la comunicacién. Aunque
el original aparezca, luego, integro en las pdginas de la revista aludida.

1. Objeto del trabajo

Este trabajo tiene por objeto presen-
tar una revisiéon de los métodos de es-
tudio de los glicéridos. En un traba-
jo posterior, se considerard nuestra ex-
periencia personal sobre €l método de
EGGSTEIN.

Los glicéridos son lipidos de una
gran importancia bioquimica. Se in-
gieren con la alimentacién, en la luz
intestinal se hidrolizan por la accién
de lipasas, verificindose nueva resin-
tesis en las células de la mucosa. Por
via linfatica pasan a la circulacién en

B. Rodriguez Arias

forma de quilomicrones; éstos pueden
encontrarse en la sangre unas horas
después de las comidas, en condicio-
nes normales, especialmente si éstas
han sido grasas. Fuera del periodo pos-
prandial los glicéridos circulan unidos
a la Beta lipoproteina y la Alfa lipo-
proteina.

Los glicéridos se encuentran locali-
zados especialmente en tejido adiposo,
donde, junto con los acidos grasos li-
bres, constituyen el eje fundamental de
las reacciones de lipogenesis y lipoli-
sis.

* Comunicacién leida en la Sesion del dia 2-VII-70. Presentacién del Académico Numerario doctor

B. Rodriguez Arias.
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2. Glicéridos

Denominamos glicéridos, los lipidos resultantes de la estirificacion del glicerol
con 4cidos grasos. Segiin el ndmero de grupos alcohdlicos esterificados, de la
molécula del glicerol, los glicéridos se clasifican en:

— Monoglicéridos
— Diglicéridos
— Triglicéridos

Monoglicéridos. — La molécula del glicerol esta esterificada por un solo
acido graso, pudiendo ocupar las posiciones Alfa y Beta, también denominados
1 y 2 respectivamente. v

0
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a— D monoglicérido 8— monoglicérido
(=1— monoglicérido) (=2— monoglicérido)
Diglicéridos. — La molécula de glicerol estd esterificada por dos 4cidos
grasos, pudiendo ser iguales o distintos.
0
I
H, C—0—C—R,
!
R;,—C—0—CH
|
H, C—OH
D—a, B— diglicérido
(=1, 2— diglicérido)
Triglicéridos. — La molécula del glicerol estd esterificada por tres 4cidos
grasos.
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Los 4cidos grasos que forman parte de la molécula de los glicéridos y trigli-
.céridos pueden ser iguales o distintos, dando origen a:

— Glicéridos simples
— Qlicéridos mixtos

Los 4cidos grasos de la molécula de los triglicéridos mixtos, cuando dos de
los 4cidos grasos son iguales, pueden adoptar una posicién simétrica o asimétrica
en la molécula, dando origen a:

— Triglicéridos mixtos simétricos
— Triglicéridos mixtos asimétricos

o

I
H, C—0—-C—R,
|
R,~C--O—CH,
|
H, C—0—C—R,
Triglicérido simétrico

WAREMBOURG, Col. y BERTRAND (Ci-
tados por LEcoQ) dan los siguientes
valores para los 4cidos grasos de los
glicéridos del suero:

— Acidos saturados 38 % 4

— Acidos monoinsaturados 45 %
+ 5

— Acido linoleico 14 % 4+ 3

— Acido araquidénico 2 % + 0’7

C. MicHALEC ha separado por cro-
matografia en capa fina los siguientes
triglicéridos del suero.

— Trioleina

— Linoleodioleina.
— Oleodilinoleina
— Trilinoleina

Los monoglicéridos y diglicéridos
son componentes minoritarios de los

0]
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Triglicérido asimétrico

glicéridos del suero; asi el porcentaje
del mono y diglicéridos es para J.
HirscH y Col. tan sélo del 2 % del
total de los glicéridos, incluso en el
caso de sueros hiperlipémicos; mien-
tras que para A. CARLSON y Col., és-
tos constituyen entre el 5 % y 10 %
del glicerol de glicérido.

3. Clasificacion de los métodos para
andlisis de Glicéridos

Para efectuar un estudio completo
de 1a molécula de los glicéridos, nece-
sitamos efectuar el andlisis cuantita-
tivo y estructural de los mismos. Los
glicéridos pueden ser valorados indi-
rectamente, por diferencia entre los
lipidos totales y los demds pardmetros
lipidicos mayoritarios, o encaminados
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directamente el andlisis a su molécu-
la o bien a alguna de sus partes: gli-
cerol, unién éster o acidos grasos.

Basandonos en estos criterios hemos
clasificado los métodos de valoracién
de glicéridos de la siguiente forma:

A. Métodos indirectos

B. Maétodos basados en la valora-
cién del glicerol.

C. Métodos basados en la valora-
cién de los acidos grasos de la

.~ molécula de los glicéridos.

D. Métodos basados en la deter-

minacién de las uniones éster..

E. Métodos que valoran toda la

molécula de los glicéridos.

En la mayoria de los procedimien-
tos se cuantifican los glicéridos, mien-
tras que con otros se establece su es-
tructura (espectrometria de masas).

Seguidamente pasamos a efectuar
un breve estudio de los métodos ex-
puestos anteriormente.

A. Meétodos indirectos. — Dos son
los métodos indirectos mas empleados
en la determinacién de glicéridos.

a) El primero de éstos calcula los
glicéridos por diferencia entre los li-
pidos totales y los deméas paridmetros
lipidicos mayoritarios. Esquemética-
mente lo podemos presentar asi:

Glicéridos = [Lipidos totales] —
[(Fosfolipidos) + (Colesterol libre) +
(Colesterol esterificado).]

Teniendo en cuenta que la relacién
molar entre los icidos grasos que es-
terifican la molécula del colesterol y
la del éster es de 1’67 y que el valor
del fésforo lipidico multiplicado por 25
nos da el valor de los fosfolipidos, la
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expresion anterior podemos transfor-
marla en la siguiente: mg. de glicéri-
dos/100 ml = [mg. de lipidos tota-
les por 100 ml.}] — [(25 X mg. de P
lipidico/100 ml.) + (mg. Colesterol
libre/ 100 ml.) + (1’67 mg. esteres de
colesterol, expresados como colesterol
libre/100 ml.).]

b) En este procedimiento se acude
al célculo de los glicéridos mediante la
determinacion de los 4cidos grasos to-
tales y los esterificados de cada frac-
cién lipidica.

Acidos grasos de glicéridos = [(Ac.
grasos totales] — [(Ac. grasos de fos-
folipidos) + (Ac. grasos de coleste-
rol)]. ‘

El célculo de los 4cidos grasos de
los fosfolipidos se efectia mediante
factores de transformacién. Para los
acidos grasos de los fosfolipidos J. G.
REINHOLD y col., han adoptado al fac-
tor usado por P. MAsON y PETERS; és-
tos efectian el célculo multiplicando
por 0,58 el valor del fésforo lipidico;
en él se tiene en cuenta la presencia
de Esfingomielina, que representa un
10 % del fésforo total; este fosfoli-
pido tan sélo contiene un miliequiva-
iente de acido graso por mol de fos-
foro. (En los demas fosfolipidos la re-
lacién es de dos miliequivalente de
acido graso por mol de fésforo).

Se obtiene el valor de los 4cidos gra-
sos esterificados al colesterol, multipli-
cando el valor del colesterol esterifica-
do por 0,075; este factor lleva incluida
la correccidn correspondiente a la in-
completa reaccién de los acidos grasos
de mayor nimero de dtomos de carbo-
no esterificado al Colesterol.
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Entre las principales causas de error
de los métodos indirectos enumeramos
los siguientes:

@)  Los factores de transformacién
que se utilizan son valores promedio,
que no pueden ser aplicables a todas
las muestras.

8) Los errores que se cometen,
tanto los propios de la técnica como
los de trabajo, en la determinacién de
los distintos componentes lipidicos.

v)  Se calculan tan sélo las fraccio-
nes lipidicas mayoritarias, no incluyén-
dose en la valoracién otras, como los
Glucolipidos y acidos grasos libres que
pueden tener aumentos de importancia
en determinadas enfermedades.

B) METODOS BASADOS EN LA
DETERMINACION DEL
GLICEROL

La clasificacién de estos métodos
se hace con arreglo al procedimiento
final utilizado en la valoraci6n del gli-
cerol, procedente de la hidrélisis de
los glicéridos.

Los dividimos en tres grupos:

a) Colorimétricos.

b) Fluorimétricos.

¢) Enzimaticos.

a) Métodos Colorimétricos. —
Hasta 1956 los glicéridos eran valora-
dos por métodos indirectos o por téc-
nicas cromatograficas, pero en este afio
CARLSON y col. dieron el fundamento
de un nuevo método para su valora-
cién. En 1957 Van HaNDEL y ZIL-
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VERSMIT describieron de forma deta-
llada un procedimiento para la valora-
cién de glicéridos con andlogo funda-
mento al de CARLSON y col.

El método CaARLsoN valora los gli-
céridos tras ser eliminados los fosfoli-
pidos por cromatografia en columna
de é4cido silicico. El método compren-
de las siguientes fases: ¢) Extraccidn
de los lipidos. ) Separacién de los
fosfolipidos mediante cromatografia de
acido silicico. ) Saponificacién de los
glicéridos. ) Extraccién de los 4cidos
grasos. ) Extraccién del glicerol de
glicéridos. £) Valoracién de éste por el
método de Lambert y Neish modifica-
do (los autores usan la reaccién del
acido cromotrépico).

La técnica propuesta por VaN
HANDEL y ZILVERSMIT difiere de la an-
terior fundamentalmente en: «) VAN
HANDEL y ZILVERSMIT no realizan
una previa extracciéon de los lipidos.
CARLSON realiza una extraccién pre-
via, para poder valorar los demas com-
ponentes lipidicos. '

®) La extraccién con Duocil (una
Zeolita) de los fosfolipidos utilizada en
el método de VAN HANDEL y ZILVER-
SMIT es més rapida que la crematogra-
fica en columna de 4cido silicico.

v) CARLSON hace seguir todo el
proceso de valoracion a la prueba en
blanco. mientras que VaN HANDEL y
ZILVERSMIT no la someten al proceso
de saponificacién, alegando que los es-
teroides y los monoglicéridos son sus-
ceptibles de engendrar formaldehido
que falsearia los resultados.

(3 VAN HANDEL y ZILVERSMIT no
extraen los 4cidos grasos que segin el
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criterio de CARLSON interfieren en la
reaccion.

Ambas técnicas han sido objeto de
gran numero de modificaciones, con
diferentes fines y resultados. Funda-
mentalmente, estas modificaciones, se
encaminan a la simplificacion, aumento
de sensibilidad y disminucién de la can-
tidad de suero necesario. ‘

b) Métodos Fluorimétricos. — En
el afilo 1966 KESSLER y LEDEVER (ci-
tados por FLETCHER Ms.) describie-
ron un método de valoracion de glicé-
ridos por fluorimetria. La reaccién por
ellos empleada se basa en la condensa-
cién de HantzCH; éste observd que al
reaccioniar una dicetona, una amina
y un aldehido se obtenia un produc-
to que podia ser medido fluorimétrica-
mente. La técnica descrita por KEss-
LER y LEDEVER comprende las siguien-
tes fases: «) Extraccién con alcohol
isopropilico de los lipidos. B) Sepa-
racién de los fosfolipidos de Duocil.
vy Saponificacién del glicerol de gli-
rido. ) Oxidacién del glicerol de gli-
cérido a formaldehido. ¢) Condensa-
cién del formaldéhido con diacetona
y amoniaco (condensacién de
HaNTZCH) para formar 3 - 5 diacetil-1,
4 dihidrolutidina, este compuesto se
determina fluorimétricamente.

Glicerol + ATP Glicerokinas;

8) Reaccién coadjuvante: El adeno-
sindifosfato formado en la reaccién an-
terior, reacciona con el fosfoenolpiru-
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La condensacién de HanTzcH ha
sido adaptada por NASH para que €l
producto final pueda ser determinado
colorimétricamente. Esta adaptacion
colorimétrica ha sido utilizada por di-
versos autores, algunos de los cuales se
citan en la bibliografia.

¢) Método enzimitico. — EGGs-
TEIN y KREUS desarrollaron una téc-
nica enziméitica para la determinacién
del glicerol de glicérido, con objeto de
valorar pequefias variaciones en los ni-
veles de glicéridos sanguineos.

Esta técnica, que también puede ser
aplicada a extractos de tejidos, com-
prende los siguientes pasos: @) Deter-
minacién del glicerol libre. B8) Saponi-

-ficacién de la muestra. 7) Determina-

cién del glicerol de glicérido en el sa-
ponificado.

El glicerol libre del suero y el gli-
cerol de glicérido (éste es convertido
en glicerol libre en el proceso de la
sanopificacién), son determinados me-
diante una reaccién enzimitica que se
desarrolla en tres fases:

®) Reaccién principal: En ella el
glicerol reacciona con Adenosintrifos-
fato dando glicerol - 1 - fosfato y ade-
nosindifosfato; esta reaccién estd cata-
lizada por la gliceroquinasa.

Glicerol-1-fosfato -+ ADP

vato, en presencia de la piruvatokina-
sa, dando piruvato y regenerdndose
adenosintrifosfato.

Fosfoenolpiruvato + ADP Pif“vamki“ai‘ Piruvato + ATP
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Y) Reaccion indicadora: El puriva-
to formado en el proceso anterior re-
acciona con el nicotinamido-adenosin
dinucleético reducido para dar Lactato
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y -nicotinamido-adenosin-dinucleético,
la reaccidén es catalizada por la Lacta-
to-deshidrogenasa.

Piruvato + NADH+H LaCtat"dCShidmgenaS; Lactato + NAD

El proceso transcurre mol a mol, por
tanto por cada mol de NADH, que
pase a NAD, habrd reaccionado un
mol de glicerol. Si medimos la canti-
dad de NAD producida por espectro-
fotometria, podemos conocer la canti-
dad de glicerol; tanto el libre (si no he-
mos practicado hidrélisis previa) como
el procedente de los glicéridos (si se
ha sometido la muestra a hidrdlisis).
De este tltimo se deducen los glicéri-
dos presentes en la muestra analizada.

En el proceso de hidrélisis también
son saponificados los fosfolipidos, pero
éstos como producto final dan Glice-
rol-1-Fosfato, que es parcialmente
transformado en Glicerol - 2 - fosfato,
que no interfieren en la reaccién.

La técnica de determinacién del gli-
cerol en tres fases no es especifica de
esta substancia, sino que otras, tales
como la diacetona y el L-Gliceraldehi-
do también la dan; no obstante, estas
substancias no se presentan en la san-
gre.

El método que hemos descrito es el
utilizado por nuestro laboratorio para
la valoracién de los glicéridos y que
sera objeto de un trabajo posterior.

C) Meétodos basados en la valora-
cion de los acidos grasos de la molé-
cula de los glicéridos.

Estos métodos precisan una separa-
ciéon previa de los glicéridos por cro-

matografia. Posteriormente se eluyen
y valoran los acidos grasos de los mis-
mos. '

La reaccién que es empleada, mas
generalmente, para la valoracién de
los 4cidos grasos se funda en una ob-
servacion de FEIGL y col. sobre €l com-
portamiento de los esteres y aldehidos
al reaccionar con hidroxilamina; esta
reacciéon da lugar a los é4cidos hidro-
xidmicos, que en presencia de iones
férricos dan una coloracién amarilla,
ésta por seguir la ley de BEER, sirve
para su valoracion. Para el calculo de
los glicéridos se tendra en cuenta si
son mono, di o triglicéridos ya que da-
rén 1, 2 o 3 mols. de 4acido graso res-
pectivamente.

D) Métodos basados en la determi-
nacién de enlaces ester.

a) Espectrofotometria infrarroja.
Los glicéridos pueden ser analizados
por este procedimiento en términos de
frecuencias de absorcién de los esteres
carbonilicos.

El procedimiento implica una sepa-
racién cuantitativa previa de los gli-
céridos, éstos una vez separados se di-
suelven en Sulfuro o Tetracloruro de
Carbono y se efectian las correspon-
dientes determinaciones en la regién
del infrarrojo. '

Por este procedimiento la molécula
de los glicéridos no es destruida, lo
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cual representa una ventaja dado que
s¢ puede seguir operando con ella.

Al trabajar en espectofotometria in-
frarroja es necesario tener en cuenta
la pureza de los reactivos, éstos han de
tener pureza analitica, someterse a re-
destilaciéon y proceder a la comproba-
cién de su espectro de absorcién al
infrarrojo de sus soluciones.

Teniendo en cuenta que la separa-
cién de los glicéridos se efectiia en
una primera fase por cromatografia de
capa fina o por columna y en una fase
posterior per cromatografia de gases,
las técnicas de espectofotometria al in-
frarrojo han sido relegadas a la iden-
tificacién de las distintas fracciones de
los glicéridos.

b) Espectrometria de masas. — La
espectrometria de masas es aplicada
para el analisis estructural de los gli-
céridos.

Estos pueden ser introducidos di-
rectamente en el espectrégrafo o lo que
es mas frecuente se hace pasar la
muestra por un cromatégrafo de gases
y a la salida las muestras son analiza-
das por un espectrégrafo de masas,
consiguiéndose asi la separacién de los
distintos glicéridos y el anélisis estruc-
tural de su molécula.

Estas técnicas presentan grandes
ventajas, sobre las que podriamos de-
nominar técnicas clasicas de andlisis
de glicéridos, pues éstas tan sélo va-
loran los glicéridos pero no identifican
su estructura. Para investigar los aci-
dos grasos que integran la molécula
.de los mismos es necesario, por los pro-
cedimientos clasicos, efectuar una hi-
drélisis quimica o enzimatica seguida
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de la esterificacién con grupo metilo
de los acidos grasos resultantes y pos-
terior andlisis con el cromatégrafo de
gases; no obstante este procedimiento
no soluciona, salvo en determinados
casos, el problema de los isdmeros,
que es resuelto en la mayoria de ellos
por el espectrémetro de masas. El aho-
rro de tiempo y material de este apara-
to es importante, aunque su precio es
elevado. En el momento actual esta
técnica no se aplica de forma rutina-
ria, al estudio de glicéridos.

E. METODOS QUE VALORAN
TODA LA MOLECULA DE
LOS GLICERIDOS

En este apartado incluimos los pro-
cedimientos cromatograficos.

a) Cromatogratia en columna
b) Cromatografia en capa fina
“¢) Cromatografia de gases

Los procedimientos cromatogréficos,
al no destruir la molécula, nos permiten
la separacion de los distintos tipos de
glicéridos y su posterior analisis cuan-
titativo y también su andlisis estructu-
ral (espectrometria de masas). Es muy
frecuente que se empleen dos tipos de
cromatografia en un mismo anélisis,
asi citaremos por ejemplo, el andlisis de
los 4cidos grasos de los glicéridos, em-
pleando cromatografia en capa fina y
cromatografia de gases. Con la cro-
matografia en capa fina se separan los
glicéridos, éstos son sometidos a hidré-
lisis, quimica o enzimética y los 4ci-
dos grasos resultantes, una vez some-
tidos al proceso de esterificaciéon me-



Sepbre.-Octubre ANALES DE

tilica, son cromatografiados en fase ga-
seosa.

a) Cromatografia en columna. —
De los distintos tipos de sustancias de
relleno, para cromatografiar glicéridos,
la que hasta el momento presente ha
sido mas empleada es el acido silicico;
con clla se obtienen excelentes resul-
tados para el fraccionamiento de lipi-
dos séricos. A CARLSON y col. emplea-
ron la columna de 4cido silicico para
separar los glicéridos de los fosfolipi-
dos; ¢stos cromatografian el extrac-
to lipidico del suero y tras elucion
con cloroformo separan los glicéridos,
que son arrastrados, de los fosfolipidos,
los cuales son retenidos; aquéllos son
valorados por el procedimiento que se
describio en el apartado correspon-
diente.
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En ¢l ano 1959 HirscH y col. pu-
blicaron un trabajo en el cual expli-
can detalladamente la metddica a se-
guir para el fraccionamiento de los li-
pidos séricos por cromatografia en co-
lumna de dcido silicico. Estos autores
acoplan a la columna un colector de
fracciones y proceden a la elucion del
extracto de los lipidos séricos con una
mezcla formada por éter etilico y éter
de petréleo en volumenes y concentra-
ciones crecientes. Usando este eluyen-
te separaron las siguientes fracciones:

Iy II: Cardtenos

II1: Esteres de colesterol

IV: Triglicéridos y acidos grasos no
esterificados

V: Colesterol libre

Figura 1. — Cromatografia en Capa Fina de Lipidos Neutros. Soporte: Silicagel G. Elu-
yente: Cloroformo-Benceno (3:2). De arriba abajo se separan las siguientes fracciones:
Esteres de Colesterol, Triglicéridos, Colesterol libre y Fosfolipidos.
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Finalmente empleando como eluyen-
te el metanol, separaron la fraccion
VIII: Fosfolipidos

Los mismos autores efectuaron de-
terminaciones con plasma hiperlipé-
mico, después de la inyeccién de hepa-
rina; en éste consiguieron separar las
siguientes fracciones:

— Esteres de colesterol.

— Triglicéridos.

— Acidos grasos no esterificados.
— Colesterol libre.

— Diglicéridos.

— Monoglicéridos.

En este plasma hiperlipémico la pro-
porcién de mono y diglicéridos tan sélo
representa un 2 % del total de la frac-
cién glicéridos.

Podemos afirmar que la cromatogra-
fia en columna de 4cido silicico es un
método excelente para el fracciona-
miento de los lipidos, presentando la
ventaja sobre la cromatografia en capa
fina de que con ella podemos fraccio-
nar cantidades considerables de extrac-
to lipidico. La cromatografia en colum-
no es fundamentalmente preparativa.

b) Cromatografia en capa fina. —
Mediante cromatografia en capa fina
pueden separarse las distintas clases de
lipidos. Se opera efectuando la extrac-
cién de los lipidos (método-de ForcH)
de la muestra a analizar y cromatogra-
fiando seguidamente el extracto lipi-
dico.

Para la cromatografia de los lipidos
neutros, se emplean placas de silica-
gel G. Se depositan de 10 a 30 landas
a un cm. de uno de los bordes; una vez
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evaporado el disolvente la placa es si-
tuada en la cdmara de desarrollo, la
cual contiene unos 100 cm3 de una
mezcla cloroformo-benzeno (3 -2). Se
espera que el frente del disolvente re-
corra 15 cm.’y se seca a continuacién
la placa a 70° durante 15 minutos.
Posteriormente se pulveriza con solu-
cién alcohdlica de acido fosfomolib-
dico al 10 % ca'entindose seguida-
merite. .
Mediante este procedimiento’ se se-
paran de arriba abajo las siguientes
fracciones: (Fig. 1)

— Esteres de colesterol
— Triglicéridos

— Colesterol libre

— Acidos grasos libres
-— Fosfolipidos.

Pueden también usarse como solven-
te una mezcla formada por éter etilico,
éter de petrdleo y 4cido acético (10:
90: 1) Recorrido 15 minutos.

Con esta mezcla se separan de arri-
ba a abajo las siguientes fracciones:

— Esteres de colesterol
— Triglicéridos

— Acidos grasos libres
— Colesterol

— Mono y diglicéridos
— Fosfolipidos.

Pueden separarse los triglicéridos
entre si con cromatografia sobre pla-
cas impregnadas con nitrato de pla-
ta; péra preparar las placas' en lu-
gar de mezclar el silicagel con agua
se mezcla con una solucion acuosa de
nitrato de plata al 12,5 %. Conviene
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operar rapidamente y guardar las pla-
cas al abrigo de la luz. Como solvente
se emplea el benzeno puro.

La separacion que puede conseguir-
se segiin MICHALECH es la de los si-
guientes triglicéridos:

Trioleina

Linoleodioleina

Oleodilinoleina

— Trilinoleina

Mezcla de mono y digliceridos
con dcidos grasos.
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La cromatografia en capa fina es
una técnica excelente para el estudio
de los lipidos, de gran valor demostra-
tivo y a nuestro juicio semicuantita-
tiva.

¢) Cromatografia de gases. — Por
cromatografia de gases podemos efec-
tuar andlisis cuantitativos y cualitati-
vos de los glicéridos, asimismo se pue-
de proceder al estudio de los 4cidos
grasos que forman parte de su molé-
cula.
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Figura 2. — Cromatografia en Fase Gaseosa de Esteres Metilicos de Acidos Grasos.
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Para aplicar esta técnica es necesa-
rio separar los glicéridos de los restan-
tes componentes lipidicos.

Los primeros estudios de glicéridos
séricos por cromatografia de gases fue-
ron encaminados al andlisis de los 4ci-
dos grasos de su molécula. Al hablar
de espectrometria de masas se¢ indicd
el camino que se sigue para la investi-
gacién de los 4cidos grasos. El proble-
ma de los isémeros apuntados en aquel
apartado puede, en ocasiones, ser re-
suelto. Asi cuando se cromatografian
acidos grasos de igual numero de ato-
mos de carbono, pero unos son satu-
rados y otros desaturados, es posible
su reparaciéon formando derivados de
estos ultimos; esto se consigue some-
tiéndole a una oxidacién. Estos deriva-
dos al cromatografiarse aparecen se-
parados de los 4cidos grasos satura-
dos.

Actualmente se cromatografian los
triglicéridos directamente; no asi los
mono y diglicéridos, los cuales han de
someterse a una preparacion previa.
Esta preparacion tiene por objeto con-
vertirlos en derivados mds estables o
volatiles; de esta forma se obtiene una
mayor resolucién y su recuperacién es
mds facil (ea los cromatédgrafos de in-
vestigacién existe una derivacidén a ni-
vel del detector, que permite obtener,
ademds del registro grafico, cada una
de las fracciones que se van separan-
do). Normalmente se acude a la for-
macién de los acil y silil esteres de mo-
no y diglicéridos para los fines antes
seflalados.

Generalmente, tanto la identificacién
de glicéridos como de 4cidos grasos se
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realiza mediante el empleo de patrones
(figura 2).

RESUMEN

Se presenta una revision de los dis-
tintos métodos para la valoracién de
glicéridos séricos, después de conside-
rar la estructura quimica de mono, di
y triglicéridos del suero.

Se consideran los métodos indirectos
de determinacién valorando los otros
pardmetros lipidicos (esteres de coles-
terol, colesterol libre y fosfolipidos) y
restando estas cifras del valor absolu-
to de lipidos totales.

Entre los métodos basados en la de-

~ terminacién del glicerol destacamos los

colorimetros (CARLSON y VaN HAN-
DEL), fluorimétricos y enzimaticos
(EGGSTEIN y KREUS).

Entre los métodos basados en la de-
terminacién del enlace ester conside-
ramos la espectrofotometria infrarroja
y la espectometria de masas.

Se presenta un estudio de los méto-
dos cromatograficos (Columna, Capa
fina y gases), aplicados al estudio de
los glicéridos. Se indica el valor de es-
tas técnicas en el andlisis de glicéridos.
Se hace referencia a las separaciones
logradas por HIRST (columna), MICHA-
LEC (capa fina) y por nuestro laborato-
rio (capa fina).

SUMMARY
We present a revision of the diffe-

rent methods of valuating seric glyceri-
des, after considering the chemical
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structure of mono, di and triglycerides
of the serum.

Indirect methods of determination
are considered, valuating other lipid
parameters (cholesterol esters, free cho-
lesterol and phospholipides) and resting
these results from the absolute value
of total lipids.

Among the methods based on the
determination of glycerol, we stand out
the colorimetric (CARLSON and VaN
HanpeL), fluorimetric and enzymatic
(EGGSTEIN and KREUS).

Among the methods based on' the
determination of the ester bond we
consider the infra-red spectrophotome-
try and the mass spectrometry.

A study is presented of the chroma-
tographic methods (column, thin layer
and gas) applied to the study of glyce-
rides. The value of these tecniques in
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the analysis of glycerides is indicated
and a reference is made of the sepa-
rations acheived by HIrRsT (column),
MICHALEC (thin layer) and by our la-
boratory (thin layer).

Discusion. — El prof. A. Pedro
Pons (Presidente) lamenta la ausencia,
por enfermedad y otra circunstancia

- fortuita, de los disertantes y agradece

al secretario general el resumen que
ha hecho del trabajo, del m4ximo in-
terés hoy dia por el valor atribuido a
los glicéridos en la patogenia de nume-
rosas dolencias corrientes.

Dar con métodos seguros y no difi-
cultosos en la préictica ordinaria, re-
quiere un sano espiritu de investiga-
dor que, afortunadamente, poseen los
autores, a quienes felicita por su labor
nunca en desmayo.

BIBLIOGRAFIA

BARBER, M. J.; CHAPMAN, R.; WOLSTENHOLME, W. A.: “Lipid Analysis by Coupled mass.
Spectrometry Gas Chomatography.” J. Mass Spectrometry and lon Physics 1, 98-101,

1968.

BARBER, M. and MERREN, T. O.: “The Mass Spectrometry of Large Molecules I. The
Triglycerides of Straight Choin Fatty Acids.” Tetrahedron Letters, n.0 18, pp. 1063-67,

1964.
CarLson, L. A. and WaDpsTRUM, L. B.:
Clin. Chim. Acta 4, 197, 1959,

“Determination of Glycerides in Blood Serum.”

CoroMINAS VILARDELL, A.: “Contribucién al estudio bioquimico de lipidos.” Lipidurias.
Publicado por el “Institut d’estudis Catalans”, 1970.
EGGsTEIN, M. U.; Kreutz, F. H.: “Eine neue Bestimmung der Neutrahette in Blutserum

und Gewebe.” Klin. Wschr. 44, 262, 1966.

FLeTcHER, M. S.: “A Colorimetric Method for Estimating Serum Triglycerides.” Clin.

Chem. Acta 22: 393 — 7 nov. 1968.

Henry, R. J.: “Quimica Clinica. Bases y Principios.” Vol. II, pags. 1053-61. Jims, 1969.

HirscH, J. and Aurens, E., Jr.: “The Separation of Complex Lipide Mixtures by tres
Use of Silicic Acid Chromatography.” J. Biol. Chem. 233 (2), 311-20, 1958.

KenNeTH KRELL and HasHiv Sami, A.: “Meosurement of Serum Triglycerides by Thin-
Layer Chomatography and Infrared Spectrophotometry.” J. Lipid Res. 4, 407-12.

Oct., 1963.

Kreurz, F. H.: “Enzymatic Determination of Glycerol in the Measurement of Triglyceri-

des.” Clin. Chem. 9: 492, 1963.

Lecoq, R.: “Manuel d’Analyses Médicales 2.2 Edition.” Pags. 928-940.



382 ANALES DE MEDICINA Y CIRUGIA Vol. L-N-~ 221

MARINETTI, G. V., “Lipid chromatographic Analysis.” Vol. 1. Marcel Dekker. New York.
1967. i

MicHaLEc, C.: “Analysis of Cholesteryl Esters and Triglycerides by Thin-Layer Chomato-
graphy.” Nature, 193, 63-64, 1962,

RaNDERATH, H.: “Cromatografia en capa fina.” Enciclopedia de la Quimica Industrial.
Ediciones Urmo. Bilbao, 1969.

REINHOLD, J. G.; YoNnaN, V. L. y GersumaN, E. R.: “Métodos Seleccionados de Seleccio-
nados de Analisis Clinicos. Vol. IV. Pags. 109-28. Aguilar, 1966.
SCHETTLER, G.: Lipids and Lipidoses. Springer Verlang. Berlin, Heildelberg, New York,
1967. i
Searcy, R. L.; “Diagnostic Biochemistry. Pags. 517-25. Mc. Graw-Hill Book Company.
New York, 1969. .

Van HanpeL, E. and ZiLversMIT, P. B.: “Micromethod for the Direct Determination of
Serum Triglycerides.” J. Lab. Clin. Med. 50, 152, 1957.

VISHWANATH, M. SARDEsAI and MANNING, Joan A.: “The Determination of Triglycerides
in Plasma and Tissues.” Clin. Chem., 14 (2), 157-61, 1968.



