EXTRACCION DE LIPIDOS

. INTRODUCCION

Los lipidos son sustancias no polares, pricticamente insolubles en —

agua, pero solubles en disolventes grasos no polares como el cloroformo, ben -

ceno, etanocl, metanol, etc.

. Bste grupo de biomoléculas han recibido poco interés por parte de —-
los investigadores, quiz&s en los problemas en su maneijo atribuibles a la in

solubilidad en agua; pero desempefian una variedad de funcicnes de gran impor

tancia.

Los lipidos simples camo los trigliceidos, funcionan como sustan—-——
cias de reserva; y las ceras realizan actividades de proteceién. los lfpidos
campuestos camo las lecitinas, cefalinas, &tc; se cambinan con protefnas pa-
ra constituir la estructura de todas las membranas biolSgicas. Lipidos deri
vados camo el colesterol es de gran importancia clfnica para el hambre, en =
cambio otros se desempefian camo hormonas, sales biliares, vitaminas, é&tc.

Otro papel de importancia realizado por los lfpidos, es el de propor

Cionar aislamiento fisico y térmico a los diferentes organos del cuerpo.
. La yema de huevo, el tejido cerebral y ciertas semillas son fuentes-
ricas en fosfolipidos y otros materiales lfpidicos. :

OBJETIVO

L

Utilizar camo fuente de lfpidos a la yema de huevo, ypzooedm:asm—
extraccidn y separacién considerando sus propiedades fisicoquimicas. -

FUNDAMENTO

Los lipidos generalmente se encuentran enlazados a pr.oteinas y poli-
sacdridos de los tejidos, formando camplejos con diferentes grados de estabi
lidad, por lo que para poder ramper estos camplejos se requiere el enpleo de
condiciones de extraccifn capaces de desnaturalizar 6 separar las protefnas-

6 carbohidratos asociados con ellos. El etanol,por ejemplo, desnaturaliza -
proteinas y separa los camplejos de lipoprotefnas.

Para realizar la extraccién total de los 1lipidos, es comin el empleo
de metanol al 95%, etanol al 95% 6 de mezclas metanol:cloroformo (3:1) & -
etanol: eter (2:1). Es conveniente adaptar las condiciones de extraccién -
tanto al tipo de tejido empleado, asf camo a la cantidad y naturaleza del 1f
pido deseado.

' La separaci6n de los lipidos basada en sus diferencias de solubili
dad,son desafortunadamente casi siempre, parcialmente satisfactoria, debido
a que la solubilidad de los constituyentes de las mezclas de lipidos son bas
tante diferentes a las de los lipidos puros.
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Para la separacién de las lecitinas de la solucifn eterea, se utili
zard acetona, ya que las lecitinas, cefalinas y esfingolipidos son solubles™
en &ter, etanol 6 cloroformo, pero insolubles en acetona, y por este motivo-
precipitan de la solucién. : :

Otros lipidos simples se separarén por saponificacién con hidréxido
de potasio, formando JABONES. En la porcién eterea resultante se va a sepa
rar el COLESTEROL, ya que &ste no es material saponificable. Para su aisla—
miento se eliminard el eter por evaporacién.

Ia identificacién del colesterol se hace generalmente realizando —
las Pruebas de Salkowski v la de Li -Burchard, cuyo fundamentos son -
los siguientes: '

- PRUEBA LE SAIKOWSKI: Cuando a las soluciones clorofdmmicas de colesterol se-
+ les adiciona un volumen igual de acido sulffirico concentrado, y. se mezclan -

suavemente, se desarrolla un color rojo caracteristico en la capa cloroférmii
ca. Aunque el mecanismo exacto de la reaccién y la naturaleza del producto-
coloreado no se han precisado, se propone que el color resulta de la forma——
cion de dobles enlaces adicionales o bien a partir de la conde-nsacifn de 2
moléculas de colesterol para formar biesteroides. ,

PRUEBA DE LIFBERMAN-BURCHARD: El anhfdrido acético puede condensarse con los
grupos hidroxilo de Ia posicién 3 del colesterol 6 esteroides relacionados "~
produciendo el éster correspondiente, Si el esterol contiene una insaturacisn
en la.posicién 5, ocurrird una epimerizacién a la forma 3 .y una deshidrata
cign, con la formaci6n de un color caracterfstico. La reaccifin sirve cam una
prueba especffica para los 3-hidroxiesteroides con una insaturacién en la po
sicién 5. .

MATERTAL POR BQUIPO DE 4 PERSCNAS
4 vasos de precipitados de 400 ml
1 embudo de filtracidén r&pida

1 agitador de vidrio

1 probeta graduada

1 parrilla eléctrica con agitacién y una barra magnética
4 tubos de ensaye de 18 x 150 ,
1 gradilla

2 pipetas de 10 ml .

Papel filtro

Bolsas de papel. celofdn

2 huevos

 'REACTIVOS :

1l.-Acido sulffrico concentrado

2.-Etanol

3.-Acetona

4,-Eter etflico

5.-Anhidrido acético

6.-Cloroformo

7.-Disolucién Alcohflica de Hidr6xido de Potasio al 5.6%: Disuelva 56 gramos
de hidréxido de potasio en etanol frio, agite continuamente empleando un-

i tador ético Tu afore a un litro con etanol, procurando cbte-
ar?elr una solIcucién c'r:?stale:?.ria ; .
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PARTE EXPERIMENTAL:

l.-Pese en la balanza granataria un vaso de precipitado de 400 ml campletamente
limpio y seco.

dos. Pese nuevamente y determine el peso de las yemas de huevo,

|
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2.-Rompa culdadosamente dos huevos, y transfiera las yemas al vaso de precipita i
b t

3.-Adicione 70 ml de etanol y 35 ml de &ter Yy agite continuamente durante 10 —
minutos para extraer todos los lipidos. :

I i 4.-Filtre la suspensi6n a través de una gasa adaptada a un embudo de filtracién il
i répida, recogiendo el filtrado en un vaso de precipitados de 400 ml bien se- i
i ‘ | co, LEJOS DE TODA FIAMA. L

5.-El filtrado, se filtra nuevamente en un embudo de filtraci6n rdpida cubierto
con papel filtro humedecido previamente con etanol.

6.-Este filtrado se evapora hasta casi sequedad utilizando una base magnética - -« |
con agitacién. Obtendrd una suspensién pastosa amarillenta. ' |

|
7.-Enfriar el vaso al chorro de agua, procurando que no caigan gotas de agua - _
sobre el residuo. ' i

8.-Una vez enfriado el vaso, resuspenda el residuo en 10 ml de éter. '

9.-Adicione 30 ml de acetona, agitando contimamente la solucién. E1 precipita- | i
do que se forma son las LECITINAS. .
10.-Filtre recogiendo el filtrado en un vaso limpio y seco. El precipitado cbte- !
nido se pesa v se quarda en una bolsa de celofén. Entregelo con su informe. I

11.-Evapore el filtrado hasta obtener una pasta viscosa de color café amarillen- |
to, utilice para ello la parrilla eléctrica con agitacién constante. “f-"ii*‘

12.-Enfrie el vaso de precipitados al chorro de agua.

| r- 13.-Anada al residuo 30 ml de disolucién alcohBlica de hidréxido de potasio, y I i
e , agite para resuspenderlo hamogendamente.

14.-Caliente la solucién durante 5 minutos, con agitacién constante.

15.-Enfrie, y afiada 50 ml de &ter agitando continuamente. Todo el material sa- i
ponificado, sedimenta. Es un JABON. _—

16.-Filtre a través de un embudo de filtracién rdpida acondicionado con papel -
filtro humedecido con alcohol. Pese el jabdn. El filtrado contiene el ma-

i (it
i terial no saponificable, principalmente colesterol. i
L . . i
iLi 17.-Evapore a sequedad el filtrado. Con una varilla de vidrio raspe el residuo ‘ i
formado de manera que obtenga un polvo fino, recupérelo y péselo. Tome una f ‘

il pequefia cantidad para realizar las siguientes pruebas cualitativas, y el - it

1i: il , restante guirdelo en una bolsa de celofén y adjuntelo a su reporte. il




