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Cuando decidimos estudiar la composicién de lipidos a partir de muestras biolégicas podemos
encontrar numerosos procedimientos descriptos en libros o articulos cientificos que permiten
aislar estas moléculas a partir de cualquier tipo de organismos, tejidos o células. Esta guia
resume las técnicas mas utilizadas asi como también los procedimientos y precauciones que

debemos tener para su correcto manejo.

Extraccion de lipidos y manejo de los extractos

El objetivo del procedimiento es separar los lipidos presentes en los fluidos o células de otros
constituyentes, como proteinas, polisacaridos, aminoacidos , azucares , pero también de preservar los
lipidos para analisis ulteriores.

La sensibilidad de la extraccién de lipidos depende del uso de solventes puros y la utilizacion de
material de vidrio limpio. Ademas, es importante tener en cuenta que todos los lipidos deben protegerse

de la degradacion por oxidacion a partir de solventes, oxigeno, enzimas , temperatura y luz.

Procedimiento general:

Método de Folch

El proceso de extraccion mas utilizado es el desarrollado por Folch (1957).

1- Con el método de Folch, el tejido es homogenizado con cloroformo/metanol (2:1) a un volumen
final de 20 veces el volumen de la muestra (1g en 20 ml de mezcla de solventes). Luego de la
dispersion, la mezcla es agitada durante 15-20 min. en un agitador orbital a temperatura ambiente.

a- El homogenato de tejido puede ser filtrado o separado mediante centrifugacion para recuperar la
fase liquida.

b- La mezcla de solventes es lavada con 0,2 volimenes de agua o solucién fisiolégica (CINa 0.9%). Se
vortexea algunos segundos , y la mezcla es centrifugada a 2000 rpm para separar las dos fases. Se
descarta la fase superior acuosa (contiene gangliosidos y otras moléculas organicas polares).

c- La fase inferior cloroformica que contiene los lipidos es evaporada al vacio o bajo corriente de

nitrogeno.

Método de Bligh y Dyer (1959)
Es un método mas indicado para separar lipidos a partir de medios de incubacidon, homogenatos de
tejidos y suspensiones de células y tiene la ventaja de poder separar las proteinas precipitadas al mismo

tiempo entre las dos fases liquidas.



1- A1 ml de muestra (suspension de células, homogenatos de tejidos, plasma, etc.) agregar 3.75 ml de
cloroformo/metanol (2:1) y vortexear 10-15 min.

2- Agregar 1,25 ml de cloroformo y mezclar 1 min. y luego agregar 1,25 ml de agua mezclando durante
otro minuto antes de la centrifugacion.

3- Descartar la fase superior y colectar con un pipeta pasteur la fase inferior sin tocar la interfase de

proteinas y secar bajo corriente de nitrégeno.

Precauciones a tener en cuenta:

Solventes:

Los lipidos neutros o de almacenamiento por lo general son extraidos con solventes no polares como el
eter di etilico o el cloroformo, pero los lipidos de membrana son mas polares y requieren de solventes
polares como el etanol o metanol para romper los puentes hidrégeno o fuerzas electrostaticas.

Para evitar la peroxidacion de los extractos de lipidos , durante los procedimientos, todos los solventes
deben ser libres de peréxidos. Lo mas conveniente es utilizar calidad para HPLC o comprar de a
pequefios volumenes.

El éter di etilico, dioxano y otros solventes suelen formar peréxidos durante su almacenamiento por lo

tanto se recomienda que sean almacenados en recipientes oscuros y en areas oscuras.

Material de vidrio

Todas las operaciones deben realizarse en material de vidrio y sin angulos. Los solventes pueden

extraer el material de los contenedores o aparatos utilizados.

Almacenamiento

Los lipidos no deben se almacenados secos sino mas bien en un solvente inerte no- alcohdlico como el
cloroformo. Se debe evitar la luz y las corrientes de aire. Las mejores condiciones de almacenamiento
es en freezer de —70 °C (hasta 1 afio) disuelto en cloroformo metanol en un vial de vidrio es conveniente

agregarles nitrégeno al vial antes de cerrar para mantener una atmadsfera tal que prevenga a oxidacion.

2- Fraccionamiento de los extractos lipidicos

Después de la extraccion de lipidos a partir de muestras bioldgicas, la préxima etapa involucra el
fraccionamiento de la mezcla compleja en las distintas clases de lipidos. Posteriormente, segun el
propésito cada fraccién lipidica es aislada y analizada. El procedimiento que se utilizara depende de las

clases de lipidos presentes en el extracto. En las muestras de lipidos de origen animal entre el 50 — 80



% son lipidos polares (fosfolipidos y glicolipidos) pero en plantas existe una mayor proporcién de lipidos
no polares y glicolipidos, las semillas contienen una abundante cantidad de triglicéridos. Aunque algunos
tejidos animales como el tejido adiposo, contiene 98% de triglicéridos.

La forma mas frecuente de separacién es por cromatografia en columna o capa fina. Con estas técnicas
los lipidos neutros son separados de los lipidos complejos pero también es posible separar los lipidos
complejos como las fracciones de fosfolipidos y glicolipidos.

La técnica utilizada también depende de la escala de separacion (analitica o preparativa). Para fines
preparativos, se utilizan columnas cromatograficas donde se produce el enriquecimiento de la fraccion

deseada.

Fraccionamiento por solventes

A Separacion de lipidos polares:

Se utiliza la precipitacion con acetona para separar los lipidos polares (fosfolipidos y glicolipidos) de las
demas fracciones de lipidos no polares (triglicéridos, colesterol y algunos pigmentos)

B Particion con solventes:

Este procedimiento es eficiente para separar extractos lipidicos ricos en glicéridos (semillas, tejido
adiposo, cremas cosméticas) o pigmentos (plantas). Se utiliza para enriquecer la muestra en
fosfolipidos, glicoesfingolipidos y gangliésidos. Para ello se utilizan mezclas de etanol y hexano o éter

de petrdleo.

Fraccionamiento por cromatografia

A Cromatografia en columna:

Se basa en la separacion de una mezcla compleja de lipidos a través de su pasaje por una columna
cromatografica cuya fase solida es un material inerte como la silica gel y cuya fase moévil es un solvente
polar o no-polar. Se la utiliza principalmente para fines preparativos. De este modo se siembra en la
porcidén superior de la columna una mezcla compleja y se eluye la columna con hexano y éter para
recorrer la fraccion de lipidos no polares y posteriormente se eluye con cloroformo-metanol-agua para
eluir las fracciones polares como los fosfolipidos.

Otro tipo de columnas son las columnas intercambiadoras de aniones como las que contienen grupos
aminopropilos. Estas columnas segun el solvente de elucion utilizado pueden separar, lipidos simples,
acidos grasos libres, glucolipidos, fosfolipidos zwitterionicos (fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) y
fosfolipidos acidicos.

B Cromatografia en capa fina:

En este tipo de cromatografia la fase sélida (estacionaria) puede ser silica gel o alumina distribuida
uniformemente sobre una placa de vidrio 0 aluminio. Esta se debe dejar secar en un horno para eliminar

todo resto de humedad (activacién). Una vez fria la placa es moteada con la mezcla de lipidos contenida



en un solvente adecuado. Una vez evaporado el solvente, se sumerge en placa en una cuba o tanque
cromatografico de modo que la fase movil (mezcla de solventes) quede en contacto con la porcion
inferior de la placa sin tocar la linea de siembra. Por capilaridad la fase mévil se desplazara por la placa
arrastrando la mezcla compleja de lipidos cuya movilidad dependera de su solubilidad en el solvente
(fase movil) y su adsorcion sobre la fase estacionaria.

La placa es retirada de la cuba cuando el solvente llega a 1 cm del borde superior de la placa y se
evapora el solvente. La posicion de las manchas producidas por los lipidos se puede revelar por
carbonizacioén (rociando con ac. sulfurico y posterior calentamiento) detectando cualquier material
organico, por fluorescencia (con diclorofluoresceina) o por accién con vapores de lodo que tifie en
general los lipidos saturados e insaturados ya que disuelven lodo por simple difusion.

Las manchas pueden ser eluidas a partir de la silica gel como por ejemplo los lipidos simples son

eluidos con cloroformo, mientras que los fosfolipidos requieren una mezcla de cloroformo-metanol-agua.

C Cromatografia gaseosa:

En cromatografia de gases , la fase movil es un gas que transporta al soluto, que debe encontrarse en
estado gaseoso. La técnica mas utilizada, cromatografia de reparto gas-liquido, emplea como fase
estacionaria un liquido no volatil que recubre el interior de la columna. En cambio , la cromatografia de
adsorcion gas-solido utiliza como fase estacionaria particulas solidas sobre las que el soluto puede
adsorberse.

Cuando el soluto a determinar no es volatil, suele transformarse previamente en otro compuesto volatil
que permite la utilizacion de la técnica. En el caso de los acidos grasos se realiza una esterificacion con
AC. metilico. La cromatografia de gases permite, ademas de la separacioén, la determinacion cuantitativa
de los componentes de la muestra, obteniéndose rectas de calibrado que ponen de manifiesto que el

area de los picos es proporcional a la cantidad de componente de la muestra.

D Cromatografia liquida:

En este tipo de cromatografia la fase estacionaria es un liquido adsorbido por un sélido, contenido en
una columna y como fase movil, un liquido que actua como eluyente. La cromatografia liquida
evoluciond en su desarrollo hacia la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), basada en una
mejora en la resolucién de la técnica al disminuir el tamafo de las particulas de la fase estacionaria (se

paso6 de tamafos de particula de 150-200 um a tamafos de 5-10 um).

Determinacion colorimétrica de grupos ester de extractos lipidicos (Antonis, 1960)
La determinacion de grupos ester de extractos lipidicos mediante la hidroxilaminolisis alcalina de esteres
para formar acidos hidroxaminicos, que en presencia de iones férricos en solucién acida forman un

complejo quelado con Fe** de color.



Determinaciéon enzimatica de las distintas fracciones de lipidos
En la actualidad existen numerosas formas de terminar en forma cuantitativa la concentracion de las
distintas fracciones lipidicas de una muestra biolégica. La mayoria de estas metodologias estan

estandarizadas y se obtienen en forma de kits comerciales.

Fundamento del método enzimatico para la determinacién de colesterol:

ésteres de colesterol lipasa colesterol + ac. grasos
>

colesterol + O, colesterol oxidasa colesten-3-ona +H,0,
>

H,0O.+ 4-AF + fenol peroxidasa quinona coloreada +H,0O
>

Fundamento del método enzimatico para la determinacion de triglicéridos :

triglicéridos lipoprotein lipasa glicerol + ac. grasos
>
glicerol + ATP glicerol quinasa glicerol-1-P+ ADP
>
glicerol-1-P + O, glicerol fosfato oxidasa H,O,+ dihidroxiacetonafosfato
>
2 H,O,+ 4-AF + clorofenol peroxidasa quinonimina roja +H,0
>

Los kits comerciales cuentan con estandares de concentracion conocida que se utilizan como referencia
para hacer las cuantificaciones de las concentraciones de lipidos a partir de ellos. Ambos el estandar
como las muestras luego de sufrir la reaccion enzimatica dan como resultado una solucion de color que
es directamente proporcional a la concentracién de lipidos encontrada en la muestra. Esta coloracion se
puede estimar espectrofotométricamente para obtener valores que seran contrastados utilizando

calculos matematicos simples usando como referencia el valor del estandar.



