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INTRODUCCION

Los fosfolipidos comprenden los siguientes grupos:
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» Acido Fosfatidico y fosfatidilgliceroles. El acido fosfatidico es importante como intermediario en la
sintesis de triacilgliceroles y fosfolipidos, pero no se encuentra en grandes cantidades en los tejidos.

(estructura general +)- H



« Fosfatidilcolina (Lecitina). Las lecitinas contienen glicerol y acidos grasos como las grasas simples, pero
ademas poseen acido fosforito y colina. Las lecitinas se hallan ampliamente distribuidas en las células de
organismo, en donde tienen funciones metabdlicas y estructurales en las membranas.

(estructura general +) - CH2CH2N(CH3)3+

« Fosfatidiletanolamina (Cefalina). Las cefalinas difieren de las lecitinas solo en que la etanolamina
reemplaza a la colina.

(estructura general +) — CH2CH2NH3+

« Fosfatidilinositol. El inositol se halla como el estereocisomero mioinositol.
« Fosfatidilserina. En los tejidos se ha encontrado un fosfolipido semejante a la cefalina, la fosfatidilserina,

gue en vez de etanolamina, contiene el aminoacido serina. ademas se han aislado fosfolipidos que contie
treonina.

(estructura general +) — CH2CH(NH3+)COO-

« Lisofosfolipidos. Estos fosfoacilgliceroles contienen solo un radical acilo, por ejemplo, lisolecitina, es
importante en el metabolismo de los fosfolipidos.

Plasmalogenos. Estos compuestos llagan a constituir hasta un 10% de los fosfolipidos del encéfalo y del
musculo.

Esfingomielinas. Estas se encuentran en grandes cantidades en el encéfalo y tejido nervioso. Por hidrélis
de las esfingomielinas se obtiene un acido graso, acido fosférico, colina y un amino alcohol complejo.
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Esfingomielina

El Colesterol se encuentra ampliamente distribuido en todas las células del organismo pero especialmente
las del tejido nervioso. Es un constituyente principal de la membrana celular y de las lipoproteinas
plasméticas. A menudo se encuentra combinado con acidos grasos, como ester de colesterilo y es el
compuesto precursor de todos los esteroides sintetizados en el cuerpo. El control y transporte de colesterol
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deben ser regulados estrechamente. Existen tres vias en las que se mantiene el suministro del colesterol, t
vias que mantienen el suministro del colesterol celular.

* Por regulacién de la actividad de la HMG—-CoA reductasa
 Por regulacién de la velocidad de sintesis del receptor LDL
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La notable constancia de la composicion lipidica del cerebro adulto ha sugerido un recambio relativamente
bajo de los lipidos. El colesterol, cerebrésidos, Fosfatidiletanolamina y esfingomielina son solamente
metabolizados lentamente en el cerebro. Sin embargo, la Fosfatidilcolina presenta un recambio rapido y los
fosfatidilinositidsidos exhiben una velocidad méas rapida; ambos se sintetizan a partir de glucosa y acidos
grasos. El colesterol se sintetiza en el cerebro de animales jévenes durante el crecimiento. Con el aumento
la edad el nivel de hidroximetilglutaril CoA reductasa decrece bruscamente, y el cerebro de mamiferos llege
ser menos capaz de sintetizar colesterol, aunque en el adulto puede demostrarse un nivel bajo de actividad
Mientras que la mayoria del colesterol del cerebro adulto no esta esterificado, se encuentran esteres del
colesterol a concentracion relativamente alta en lugares de activa mielinizacion. Los fosfoglicéridos son
sintetizados en el cerebro por rutas similares a otros 6rganos. Los acidos grasos provienen de la glucosa, p
alguna sintesis procede del acetoacetato, citrato e incluso acetilaspartato.

OBJETIVO

Identificar, mediante reacciones especificas, los diferentes tipos de lipidos extraidos del cerebro.
MATERIAL

15 tubos de ensayo

1 vaso de precipitados de 600 ml

5 pipetas graduadas de 1 ml

5 pipetas de 5 ml

5 pipetas graduadas de 10 ml

1 pipeta de 2 ml

gradilla

parrilla

espectrofotometro y celdas



bafio de aceite
termometro
papel aluminio
piceta
Material Biologico:
Fracciones I, 1l y Il
Reactivos:
Eter Etanol al 95%
Cloroformo H2S0O4 concentrado
Anhidrido acético Disolucion Patrén de colesterol 10 mg/ml
H2S04 10N Disolucion de Molibdato de amonio al 6.6% en H2S04, 7.5 N
Disolucién de Sulfato Ferroso al 10%, 10g FeS0O4, 2.5 ml H2S0O4 7.5N, aforar a 100 ml con agua.
Disolucién patron de KH2PO4 : 1 micromola/ml 0.0136g de KH2PO4 en 100 ml de agua.
METODOLOGIA
* COLESTEROL.
¢ Resuspenda en 10 ml de cloroformo la Fraccién |

¢ Tomar una alicuota de 0.5 ml
¢ Disponer una serie de tubo segun la tabla siguiente.

Reactivo
Tubo #

1

2

3
Cloroformo

3

2.5



Patron de Colesterol

Fraccion |

0.5

¢ Agregar 3 ml de anhidrido acético
¢ Agregar 0.1 ml de [H2S04]

¢ Dejar en la oscuridad 30 minutos
¢ Leer 680 nm.

» FOSFOLIPIDOS

¢ Agregar 2 ml de éter a la Fraccion

¢ Tomar 0.5 ml y poner en bafio de agua

¢ Calentar y evaporar

¢ Agregar 0.5 ml H2SO4 10n

¢ Calentar bafio de agua 30 minutos

¢ Enfriar y agregar 2 ml de agua

¢ Calentar 10 minutos

¢ Disponer una serie de tubos segun la tabla.

Reactivos |1 2 3 4 5 6
Patron 0 0.3 |0.6 1.0 |- |-

H20 2 1.7 (14 10 |- |-
H2S04 0.5 |05 |05 05 |- |-
Fraccion Il |- - - - 2 2

¢ Agregar a los tubos 1 ml de molibdato de amonio
¢ Agregar 1 ml de sulfato ferroso

¢ Agitar y dejar 10 minutos a temperatura ambiente
¢ Leer absorbancia a 660 nm

RESULTADOS
* COLESTEROL
¢ Calcular la cantidad de colesterol presente en la muestra de tejido.

¢ Como al tomar las absorbancias estas tuvieron lecturas muy altas, se hizo la siguiente
dilucion: 5 ml de colesterol : 5 ml de cloroformo



Tabla 1.

Tubo # Absorbancia
1 blanco

2 0.539

3 0.636

¢ Para obtener las concentraciones de los tubos 2 y 3 utilizamos la siguiente formula de
titulacion:

+ En latabla 2 se muestran las concentraciones obtenidas de los calculos anteriores.

Tabla 2.

Tubo # [%]f de Colesterol (mg/ml)
2 10
3 1.666

« FOSFOLIPIDOS

¢ En latabla 3 se muestran las lecturas de absorbancias y la media de ambas.

Tabla 3.
Tubo Absorbancia [Duplicado [Media
1 0 0 0
2 1.196 1.024 1.11
3 1.285 1.236 1.26
4 2.695 2.189 2.442
5 fosfolipidos [0.189 - 0.189
6 fosfolipidos |0.196 - 0.196
¢ Los célculos siguiente determinan las concentraciones de fosfolipidos de cada tubo, utilizanc
la formula :
¢ Latabla 4 muestra los datos que utilizaremos para hacer la curva patron de fésforo.
Tabla 4.
0,
Tubo |Absorbancia [%] por
tubo

1 0 0
2 1.11 1.2
3 1.26 2.4
4 2.442 4
5 0.189 8
6 0.196 8




¢ Con la ayuda de la ecuacion obtenida al ajustar la curva patrén, obtendremos las
concentraciones definitivas de fosfolipidos presentes en el tejido de nuestra practica:
y=—0.0172x+0.9263, se sustituye la X con las absorbancias.

¢ Latabla 5 muestra los resultados de las concentraciones de fosfolipidos por tubo. Estos son
los resultados definitivos.

Tabla 5.

Tubo |[Fosfolipidos] final
1 0

2 0.9072

3 0.90462

4 0.88429

5 0.92304

6 0.92292
DISCUSION

Como se puede ver en los resultados el valor obtenido mediante absorbancia y la concentracion de esta, ne
puede llevar a diversas conclusiones, pues, quiza no se disolvié bien el colesterol en el cloroformo, por lo g
al tomar la alicuota, la solucién no estaba perfectamente mezclada. Otro posible error esta en el momento
tomar los volimenes, creemos que las diferencias no deben ser muy grandes; quiza puede ser por la prese
de otros compuestos, los cuales aumentaron la masa total obtenida y por alguna razén elevo demasiado la
concentracion de fosfolipidos, estas particulas ajenas quiza pudieron haber sido nulas de haber centrifugad
por mas tiempo (en la practica 3).

Cabe sefalar que la lectura de absorbancia no se realiza de forma inmediata ya que primero se tuvo que h;
reaccionar el colesterol obtenido en disolucion con anhidrido acético y acido sulfdrico, en esta reaccion el
acido sulfarico actia como un catalizador acido. El colesterol se reduce adicionandole un grupo ceto, el cue
originalmente se observa de color azul y posteriormente se ve de color verde (forma reducida); debido a qu
reaccion es reversible y a que basta la presencia de luz para regresar las reacciones.

colesterol

Debido a que los fosfolipidos se componen de un fosfato y un lipido, al realizar la hidrdlisis de la molécula ¢
fosfolipido y obtener sus partes que lo comprenden, se puede observar la presencia de lipidos en la mezcle
después de la hidrdlisis. Su presencia es notoria ya que al contener grupos no polares en su molécula no
permite la solubilidad con el agua. Por tal razén, suponemos que al haber lipidos, debe haber grupos fosfat
siendo posible la cuantificacion de los mismos.

Al haber tomado las lecturas de absorbancia y notar que en las muestras de fosfolipidos se obtienen dicho:s
resultados, se podria pensar que se debi6 a la alta concentracion de fosfolipidos.

CONCLUSION

Podemos concluir que los objetivos propuestos en la practica se cumplieron ya que, se logro la identificacié
de los lipidos que se encuentran presentas en el tejido cerebral. Aungque no se tuvo un éxito total al hacer I
cuantificacién de fosfolipidos, gracias que contabamos con un extracto demasiado concentrado, que impidi
una buena lectura. Estas lecturas se fueron demasiado arriba de lo que nosotros podriamos llamar normal.
Pero esto se soluciona diluyendo el extracto aun mas, cosa que no se realizo, pues, se trabajaron por dupli
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las muestras de fosfolipidos. Ademas estuvimos ayudados por la elaboracién de la curva patrén.

Al igual que con las muestras de fosfolipidos, el colesterol estuvo muy concentrado, en este caso si se tuvo
gue hacer una disolucion extra, esto con el fin de que las lecturas fueran mejores y mas precisas, ya que el
esta parte de la practica no trabajariamos por duplicado.

La técnica utilizada en esta practica para la determinacion de los fosfolipidos es eficaz, ya que se baso en
separar al fosfolipidos de su grupo fosfato, asi como los lipidos, caracterizandose por cuantificar solamente
concentracion de los grupos fosfato, mediante un espectrofotémetro.

Concluimos que en nuestra practica realizada, a pesar de que es una buena técnica, no fue posible notar Iz
presencia de los grupos fosfato en nuestras muestras problema por la alta concentracion de fosfato con la ¢
se comparo. Para que en esta parte de la practica tuviéramos éxito, se tendria que tener una muestra con L
menor concentracion.

Si se logro la separacidon de la molécula de fosfolipido a fosfato y lipido por hidrdlisis, pero no se pudo
cuantificar con mayor exactitud los fosfolipidos.

CUESTIONARIO

* DESCRIBA LA FORMULA GENERAL DE CADA UNO DE LOS COMPONENTES
IDENTIFICADOS EN LA PRACTICA.
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« EN LOS ORGANISMOS VIVOS ;,COMO SE LLEVA A CABO LA HIDROLISIS DE LOS
FOSFOLIPIDOS?

Por la accion de las fosfolipasas. La fosfolipasa Al ataca el enlace éster en la posicion 1 de los fosfolipidos
fosfolipasa C ataca el enlace éster en la posicion 3 liberando 1,2-diacilglicerol mas una base fosforilo, la
fosfolipasa D es una enzima descrita principalmente en los vegetales que hidroliza la base nitrogenada de |
fosfolipidos.

La crotoxina es una enzima que cataliza la hidrdlisis de los fosfolipidos que son los principales componente
estructurales de las membranas celulares, la crotoxina B es la portadora de la actividad de la fosfolipasa.
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* INVESTIGUE SI HAY OTRO METODO PARA CUANTIFICAR LOS ESTEROLES.

Otra forma de separacién de los esteroles debido a que estos son acidos grasos insaturados es por medio
cristalizacion fraccional de sus derivados de bromo, ademas de procesos cromatograficos como el papel vy |
cromatografia de gas-liquido.
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