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Trabajo Práctico nº 1: Extracción de lípidos totales

Introducción
Los lípidos son un grupo de compuestos químicamente diversos, cuya característica común es ser insolubles en agua. Las funciones biológicas de los lípidos son tan diversas como su química; siendo, por ejemplo, grasas y aceites la principal fuente de energía en muchos organismos, mientras fosfolípidos y esteroles son los principales elementos estructurales de las membranas biológicas. Otros lípidos, aunque se presentan en pequeñas cantidades en los distintos organismos, tienen un rol crucial como cofactores de enzimas, transportadores de electrones, pigmentos, anclaje hidrofóbicos para proteínas, chaperonas que participan en el plegamiento de proteínas de membranas, agentes emulsionantes del tracto digestivo, hormonas y mensajeros intracelulares.
Lípidos como almacenamiento de energía:

1- Ácidos grasos: son ácidos carboxílicos con cadenas hidrocarbonadas que van desde 4 a 36 carbonos. En algunos casos, esta cadena es lineal y totalmente saturada (no contiene dobles enlaces); en otros las cadenas poseen  uno o más dobles enlaces (insaturaciones). Las propiedades químicas de estos compuestos están determinadas por el largo y el grado de insaturación de la cadena hidrocarbonada, por ejemplo; las características no polares de la cadena hidrocarbonada genera la pobre solubilidad de los ácidos grasos en agua. Por otro lado el ácido carboxílico es polar y se encuentra ionizado a pH neutro, produciendo un aumento de la solubilidad en agua de cadenas hidrocarbonadas cortas. 
[image: image1.emf]
2- Triacilglicéridos ó triglicéridos: Son los más simples de los lípidos construidos a partir de ácidos grasos, están constituidos por 3 ácidos grasos unidos por enlace éster a un único glicerol. Debido a que los grupos polares hidroxilo del glicerol y carboxílicos de los ácidos grasos se encuentran formando enlaces éster; estos compuestos son no polares, hidrofóbicos e insolubles en agua. 
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Lípidos estructurales de membrana: Estos se caracterizan por ser moléculas anfipáticas, siendo uno de los extremos de la molécula hidrofóbico y el otro hidrofílico (por favor en los informes chequeen que el corrector de word no se los corrija como antipáticas). Entre los lípidos de membrana más comunes se encuentran: glicerofosfolípidos, galactolípidos y sulfolípidos, esfingolípidos y esteroles. 
1- Glicerofosfolípidos: En estas moléculas, dos ácidos grasos se encuentran unidos mediante enlace éster al 1º y 2º carbono del glicerol, mientras que el 3º carbono esta unido a un grupo polar por un enlace fosfodiéster. 
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2- Esteroles: La estructura característica de este grupo de moléculas es un núcleo esteroide; que consiste de 4 anillos fusionados, 3 de los cuales poseen 6 carbonos y 1 de 5 carbonos. El colesterol es el esterol mayoritario en los tejidos animales; es un compuesto anfipático, con una cabeza polar y un cuerpo no polar hidrocarbonado.
Además de sus funciones como constituyentes de la membrana, estos compuestos sirven como precursores para una variedad de productos con actividades biológicas específicas, tales como hormonas esteroideas y ácidos biliares. 
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Lípidos como señales, cofactores y pigmentos: Estos compuestos son los menos abundantes pero tienen un rol activo en el tráfico metabólico como metabolitos y mensajeros. Algunos sirven como potentes señales que derivan a partir de la membrana plasmática, entre los que se encuentran los derivados del fosfatidilinositol, como es el caso del diacilglicerol y el inositol 1,4,5-trifosfato.
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Técnicas de estudio de lípidos:
Para estudiar el rol biológico de los lípidos en células y tejidos, es esencial conocer que lípidos están presentes y en qué proporción se encuentran. Dado que estás moléculas son insolubles en agua, su extracción y subsiguiente fraccionamiento requiere la utilización de solventes orgánicos y de algunas técnicas que no se utilizan comúnmente en la purificación de los compuestos solubles en agua. En general, las mezclas complejas de lípidos se separan por diferencias en la polaridad o solubilidad de los componentes en solventes no polares. 

1- Extracción con solventes orgánicos: Los lípidos neutros se pueden extraer a partir de los tejidos con etil-éter, cloroformo o benceno, estos solventes no permiten que los lípidos se agrupen entre ellos por interacciones hidrofóbicos. 
Los lípidos de la membrana, debido a sus características anfipáticas,  se extraen más eficientemente con solventes orgánicos más polares, tales como etanol y metanol, que reducen las interacciones hidrofóbicas entre las moléculas lipídicas mientras que debilitan los puentes de hidrógeno e interacciones electroestáticas que unen los lípidos con las proteínas de membrana. 
Una mezcla común de solventes utilizada para la extracción de lípidos es la de cloroformo, metanol y agua, inicialmente en una proporción 1:2:0,8; que es miscible produciendo una única fase. Luego de la homogenización del tejido en este solvente para extraer todos los lípidos,  se agrega más agua obteniéndose 2 fases: agua/metanol (fase superior) y cloroformo (fase inferior). Los lípidos permanecen en la fase clorofórmica y las moléculas más polares tales como proteínas y azúcares se reparten en la fase agua/metanol.
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Objetivo
· Determinar la composición de lípidos de distintos tejidos de rata.

· Comparar los porcentajes de lípidos totales de los diferentes órganos 

· Contrastar los resultados obtenidos en el laboratorio con lo reportado en bibliografía.

Desarrollo
Métodos de extracción de lípidos totales en frío por el método de Bligh y Dyer 

Pesar 0,3 g de tejido. Agregar 0,6 ml de metanol (agitar) y 0,3 ml de cloroformo (relación CH3OH:Cl3CH:H2O = 2:1:0.8, incluyendo el agua contenida en la muestra). Agitar durante 30 min (4°C). Agregar 0,3 ml de Cl3CH, agitar y centrifugar a 10000 rpm 5 min; pasar el sobrenadante a un tubo nuevo previamente pesado. Agregar 0,3 ml de agua (relación CH3OH:Cl3CH:H2O = 2:2:1.8). Centrifugar a 5000 rpm, 10 min. Descartar la fase acuosa quedando en el tubo la fase inferior que corresponde a la fase clorofórmica. 
A partir de la fase clorofórmica de cualquiera de estas extracciones se podrán realizar las siguientes determinaciones:

1- Cromatografía en capa fina (TLC) para evaluar las distintas fracciones lipídicas presentes.

2- Lípidos totales (por pesada luego de la evaporación del solvente) 

3- Cuantificación de colesterol y triglicéridos.

4- Perfil de ácidos grasos

1- Cromatografía en capa fina (TLC) de lípidos

Muestras: Tejidos como extractos clorofórmicos ((4%).
Material: 

           Placas para cromatografía en capa fina de 20 x 20 cm cubiertas con Silicagel 60 G (Wathman Silicagel 60 G) de 0,20 mm de espesor.
           Cuba para cromatografía en capa fina.

Patrones: Estándares de triglicéridos y ácidos grasos

Solvente de corrida: 

éter de petróleo: éter etílico: acético (40:20:1) 

cloroformo: metanol: acético: agua (65:25:4:2), (separa fosfolípidos)

Revelador: Vapores de I2 

Técnica: Colocar el solvente de corrida en la cuba y dejar saturar por lo menos 1 h. 


Sembrar las muestras y los patrones a 2 cm del borde inferior de la placa empleando capilares, depositándolos lentamente y sin tocar la silicagel, esperando que el solvente se evapore antes de continuar sembrando. 

Colocar la placa en la cuba saturada con el solvente y dejar correr hasta que el frente avance una distancia fijada. El desarrollo toma aproximadamente una hora. 

Una vez terminada la cromatografía retirar la placa de la cuba, marcar el frente del solvente y secar la placa al aire. 
Para revelar, colocar el iodo en el fondo de una cuba y colocar la placa a revelar dentro de la cuba de modo que los vapores lleguen a su superficie. Marcar con lápiz los contornos de las manchas obtenidas.

Esquema de TLC




            tejido adiposo                 aceite de soja


2- Lípidos totales
Es una técnica sencilla, para ello se pesa un tubo vacío donde se coloca la fase clorofórmica y se establece la diferencia de peso luego de la evaporación del cloroformo. Para establecer el porcentaje de lípidos en el tejido analizado se debe referir a la masa de tejido de partida. 
Fórmula: (pesofinal-pesoinicial (gr))*100
                     masa de tejido (gr)
Informe:

A continuación se enumeran los resultados que se deben incluir en el informe:

1-   Foto de la placa de TLC en la que se debe identificar a que corresponde cada banda comparándola con el esquema que se adjunta en la guía de TPs.

2-  Tabla donde se indique los lípidos totales extraídos de cada tejido.
3-   En las conclusiones deben comparar los resultados obtenidos en los tejidos con la bibliografía existente. 
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