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Trabajo Práctico nº 1: Extracción de lípidos totales

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.
Métodos de extracción de lípidos totales en frío

Extracción de Bligh and 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:

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

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

- Cuantificación de colesterol y triglicéridos.

- Perfil de ácidos grasos

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: 

Activar la placa por calentamiento en estufa (10 min a 100°C). 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, calentar yodo sólido en cápsula de porcelana sobre resistencia y bajo campana hasta emisión de vapores violetas. Colocar la cápsula con 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


  Triglicéridos












Triglicéridos

Acidos grasos libres







      Fosfatidiletanolamina    
       Diglicéridos






                   Fosfatidilcolina +
Esteres de colesterol







       Fosfatidilserina

Punto de siembra

Fosfolípidos

1

