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Es un honor per a nosaltres de poder prendre part a les reunions cienti-
fiques d’aquesta Societat, tornada a la vida després d'un silenci forgat
de més de vint-i-cinc anys. El fet que un catala i un noruec de l'altra banda
de I'’Atlantic intervinguin en aquestes reunions biologiques demostra una
vegada més l'internacionalisme de la ciéncia i d’aquesta institucié catalana.
Bé que ens sentim satisfets de contribuir a les activitats de la Societat Catalana
de Biologia, lamentem extraordinariament de no poder fer la comunicacid
personalment.

Colesterol és el nom virtual del compost: Az-colesten-3p-ol. Aquest és,
quantitativament, el més important d’un grup de compostos, els esterols,
que pertanyen a la gran familia dels lipids. En medis biologics es troba acom-
panyat d’'una série de companyons quantitativament menys importants. Alguns
d’aquests son representats a la part inferior de la figura 1. Els compostos amb
un doble enllag en posicio 7-dehidro-colesterol i 7-colestenol son especial-
ment abundants en la pell dels mamifers. En ’home contribueixen amb el 3 %
de la quantitat total d’esterols histics. El compost 30-colestanol o dehidro-
colesterol és un compost forga estrany que sembla no ésser ni precursor ni
metabolit del colesterol. El desmosterol o 24-dehidro-colesterol encara no fa
sis anys que fou aillat i identificat en medis biologics. Es intermediari en la
sintesi del colesterol que ha guanyat interés ultimament, ja que alguna de
les tultimes drogues antiarteriosclerotiques ocasiona la seva acumulacié en
teixits. Finalment, hi ha un altre grup amb hidroxils a la cadena lateral que
son especialment abundants en el teixit nervios.

Presentem en una sola figura aquestes cinc formules per tal de fer evi-
dents dos fets:

—la gran semblanca entre els diferents esterols
— la manca de grups reactius en tots ells.

Per aquests fets ben coneguts no ens podra, doncs, estranyar la manca de
metodes especifics per a determinar el colesterol.

En general, tots els métodes segueixen passos semblants: hom comenca
per extreure el medi biologic; després es fa una hidrolisi per alliberar el
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compost dels seus lligams ; hom procedeix a aillar-lo d’enmig de les substancies
amb les quals pugui interferir, i, per fi, es quantifica. Anirem discutint breument
la metodica del colesterol segons aquest esquema classic.

ExTrACCIO

En el procés de l'extraccié cal requerir el concurs d'un solvent capag de
trencar les unions labils del colesterol amb les proteines i els hidrats de carboni.
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DETERMINACIO DEL COLESTEROL 5

Aixi mateix cal que aquest solvent no origini cap canvi quimic en el
nostre compost. Quan ens endinsem en el camp del colesterol, que vol dir posar-
nos a treballar amb la fraccio lipidica, ens és d'una gran utilitat consultar les
publicacions d'un gran cientific catala : Jordi FoLcH. Des de Harvard J. Forcn
ens ha deixat una seérie de treballs classics.. Per a extreure, ell recomana 1'as
de la barreja cloroform-metanol en la proporcié 2-1, seguit d'un rentat de
I'extracte amb aigua. Altres solvents emprats son barreges d’etanol-éter
(3-1) i acetona-etanol (1-1).

En general, la seleccié del solvent dependra de la polaritat del compost
que vulguem extreure, i triarem I'un o I'altre, segons les finalitats de cadascti.

SAPONIFICACIO

Part del colesterol del medi biologic és combinat amb acids grassos.
A fi de trencar aquestes unions caldra saponificar I'extret. Ara: no totes les
unions esters son igual d’estables. Mentre algunes son relativament labils,
d’altres, com les dels acids palmitics i estearics, son bastant resistents a la
saponificacid. Es, per tant, dificil de definir les condicions ideals per a saponi-
ficar. Seran preferibles aquelles condicions suaus que permetin I'alliberament
complet del material no saponificable ; pero aquestes condicions variaran segons
la qualitat del material biologic originari. Caldra definir experimentalment les
condicions ideals de saponificacid en cada cas. Uns autors empren solucions
debils d’hidroxid de potassa (KOH) i fan la hidrolisi a altes temperatures
(100°) en atmosfera de nitrogen. D’altres prefereixen, contrariament, d’incre-
mentar la concentracié del KOH i reduir la temperatura. Finalment, altres
autors provaren les hidrolisis enzimiques que malauradament han demostrat
ésser incompletes, puix que afecten solament alguns tipus d'unions. Com Coox
expressa clarament en el seu llibre sobre colesterol, la saponificacié és un
procés necessari i convenient, pero la manca d'un métode senzill i eficac per a
hidrolitzar, que al mateix temps que no crei artefactes sigui complet, és de
doldre fortament.

ATLLAMENT

La fracci6 no saponificable és una fraccié de gran complexitat. A més dels
esterols, ens trobem amb d’altres hidrocarburs saturats i no saturats. Convindra
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6 A. ORIOL I BOSCH - K. EIK-NES

de continuar la purificacié de I'extret, i per a aconseguir-ho podem fer (s d'una
serie de métodes que descriurem breument tot seguit.

a) Particié entre solvents i recristallitzacions. —El fet que diferents
substancies mostrin distinta solubilitat en els solvents pot ésser emprada per a
aconseguir separacions semiquantitatives (p.e.: I'acetona és un dissolvent pobre
per als fosfolipids, pero no ho és per als altres lipids). Aquest métode resulta
limitat per les interaccions dels diferents components d’'una barreja, en la qual
les solubilitats d’aquells es modifiquen mtuament.

Quan l'extret ja és bastant enriquit, les recristallitzacions repetides son
un bon métode de purificacio, bé que per a separar segons quins esterols cal
repetir el procés més de deu vegades, i encara la separacié no és total.

Quan hom treballa amb material radioactiu no pot evitar I'is de la
recristallitzaci6 fins a activitat especifica constant com a mitja per a carac-
teritzar el compost radioactiu.

b) Cromatografia. — La cromatografia en totes les seves accepcions ha
estat usada per a separar els esterols. La cromatografia d’adsorci6 en columnes
d’oxid d’alumini o d’acid salicic ha estat emprada amb éxit per a separar el
colesterol lliure de l'esterificat i d’altres esterols amb grups oxigenats en
el carboni 7. Tot sovint hom procedeix a la formacié de derivats que siguin
més facilment separables que els compostos originals. IDLER i BAumAN for-
maven derivats nitrogenats amb 'avantatge que pel fet d’ésser acolorits hom
pot seguir-ne visualment el progrés en la columna. STOKES separa els com-
ponents de I'isocolesterol (esterols del greix de la llana) mitjancant la for-
maci6 de derivats benzoats o p-iodobenzoats.

Hom acostuma a portar a terme la cromatografia de particié sobre paper,
i per aix0 s'anomena cromatografia en paper. Aquest ha estat un métode de
gran éxit en la separacié dels esteroides, i, en canvi, en el camp dels esterols
no ha satisfet completament. NEHER i WETSTEIN, de la Ciba de Basilea,
modificaren un sistema de ZAFFARONI per separar esterols poc polars (fase
estacionaria : fenilcelosolve ; fase mobil: hepta). KRITXEVSKY usa un sistema
a base de quilon-metanol, i separa els A7 esterols de I'ergosterol. Quan usa
hexa - querosé 60 % - 60 % propa, separa els esterols lliures dels con-
jugats i els monooxidats dels que tenen, de més a més, un altre oxigen
en posicié 7. Malgrat aquests i d’altres resultats positius, la cromatografia en
paper, ara per ara, ha fracassat en separar els esterols que tenen un oxigen
{inic, un doble enllag en posici6 5 pero de 27, 28 i 29 carbonis.
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DETERMINACIO DEL COLESTEROL 7

La particié cromatografica entre fase liquida i gasosa o gas-cromatografia
ens ofereix un esdevenidor optimista. En el curs dels dos dltims anys han
comengat a apareixer publicacions descrivint separacions de diferents esterols
generalment en forma de derivats metilats. Bé que els esterols que s’han de
separar fins ara son els més senzills de separar, la poténcia de separaci6 d’aquest
metode ens fa creure que d’aci poc temps tindrem, gracies a la gascromato-
grafia, un sistema rapid i efica¢ per a determinar quantitativament cada un
dels esterols per separat.

¢) Precipitacio amb digitonina. — L’any 1909, WINDAUS descobreix que
en barrejar solucions alcoholiques de colesterol i de digitonina es forma un
complex insoluble que precipita. Ell empra aquest metode per a una determi-
nacio gravimetrica del colesterol. Bé que avui la determinacié gravimétrica
ha caigut en desus, ha quedat, en canvi, la precipitacié amb digitonina com un
meétode classic per a purificar els esterols. El colesterol no és I'anic cos que
forma complexos insolubles amb digitonina, ja que un gran nombre d’esterols i
d’esteroides, aixi com d’altres substancies — fenols i alcohols poliinsaturats del
tipus dels terpens — precipiten amb la digitonina. Es dificil de formular una llei
general respecte a la solubilitat dels complexos digitoninics per la preséncia de
molts altres factors. Pero, en general, hom pot afirmar que els complexos més
insolubles son els formats per substancies amb la configuracié 3-$-OH-Ag o
3-B-OH-5-a-H, especialment quan la cadena lateral és de tipus hidrat de
carboni. L’epimeritzacié de I'hidroxil del carboni 3. a la posicidé a o la seva
proteccio6 per I'hidrogen del carboni 5. en posicié B originen complexos solubles.
Enmig dels dos extrems hi ha un gran nombre d’altres substancies que formen
complexos digitonics de solubilitat intermeédia. Si el colesterol no és 1'tinic
que precipita amb digitonina, tampoc no és la digitonina I'tinic glucosid que
forma complexos insolubles amb els esterols. Recentment KaBara descriu
I'is de la tomatina (glucosid del tomaquet), que té més especificitat per al
colesterol que no la digitonina.

d) Dibromacié. — La substitucié de dos atoms de Br en el doble enllac
del colesterol déna lloc al dibromat, que es caracteritza per la seva insolubili-
tat. LLa dibromaci6 és actualment el millor métode per a purificar el colesterol
que tenim a les nostres mans. En menys de 48 hores purificairem el colesterol,
una mostra, d’'un punt de fusié de 147 fins a 150’5 graus, gracies a aquest
metode. Lamentablement, no el podem aplicar amb facilitat a la metodica
analitica quantitativa, a causa de la baixa i inconstant recuperacié del material
original.
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8 A. ORIOL I BOSCH - K. EIK-NES

REACCIONS DE COLOR

Un cop aillat el compost que volem determinar, procedirem a la seva quan-
tificacio, 1 per aconseguir-ho recorrerem a una reaccio de color, sempre que ens
sigui possible, per rad dels avantatges i de la senzillesa d’aquest tipus de
quantificacions. El colesterol, conegut ja des de mitjan segle XvIiI, és un
compost que sempre ha estat de moda. No és sorprenent, doncs, que Krir-
XEVSKY citi, en el seu magnific llibre sobre el colesterol, 24 reaccions de color

Taula I

REACCIONS DE COLOR PEL COLESTEROL

PROVA BARREJA REACTIVA REFERENCIA
CH3-CO
L 1EBERMAN-BURCHARD 0 + H,S0, LIEBERMAN: BER, 18:1803 (1885)
CH3-CO BURCHARD: CHEM. ZSCHR. 61:25 (1890)
TSCHUGAEFF CH3COCI + ZnCl 4+CH3COOH| TSCHUGAEFF: Z. ANG. CHEM. 14:618 (1900)
LIFSCHUTZ CH3COOH + FeCly + HyS0, | LIFSCHUTZ: Z. PHYSIOL. CHEM. £0:436 (1907)

diferents. Nosaltres, més modestos, en presentem a la taula I solament tres
de les 24.

El mecanisme d’aquestes reaccions no esta establert completament. Sembla
evident que en el medi fortament acid en qué es desenvolupen es produeixen
deshidratacions i es formen compostos amb nous dobles enllagos. Aquests
dienes van formant productes de polimeritzacio del tipus del 3-3'-bis (3-5-coles-
tanediene). Aquests complexos, per a tenir 4 dobles enllagos, son molt cromo-
geénics, pero, alhora que son altament excitables per I'energia lluminosa, son
inestables. A mesura que van adoptant d’altres formes de polimeritzacid, la
intensitat del color va disminuint, i canvien de longitud d’ona. Aquestes reac-
cions en cadena expliquen els canvis de color en el temps que després descriu-
rem amb més detall i que son ben coneguts en aquest tipus de reaccions.
La introduccié de substancies oxidants, com el clorur ferric o I'ds d’acids
més deébils, pot produir canvis en el sentit de donar a la reaccio més espe-
cifitat 0 més sensibilitat.



DETERMINACIO DEL COLESTEROL 9

Com que la literatura sobre la reaccié de LIEBERMAN-BURCHARD és molt
extensa i la reaccio de TSCHUGAEFF avui no és gaire emprada, ens limitarem
a discutir la reaccid de LirscuUTz. Aquesta reaccid, la més recent de les
tres, ha entrat en un periode de moda gracies a la tasca popularitzadora de dos
americans, ZACK i ZLATKIS. Nosaltres, que fa uns quants mesos buscavem
un métode rapid i comode per a determinar esterols totals, I'adoptarem per
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=== Colesterol+CH3COOH+H2S04
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Fig. 2

diverses raons. Pero de bon comencament els nostres resultats comengaren a
diferir dels descrits en la literatura, i com que eren millors que no esperavem,
ens interessarem en un estudi un xic més profund de la problematica d’aquesta
reaccio.

a) Per comencar vegem com es forma el cromogen i quin paper hi
exerceix cada un dels 4 components de la reaccio. A la figura 2 tenim repre-
sentats els espectres d’absorcid, registrats automaticament en un espectro-
fotometre Beckman DK-2, de tres barreges diferents: Clorur férric (Cl,Fe)
en acetic-sulftiric, colesterol en acétic-sulfuric i, finalment, la combinacié de
tots quatre. Veiem que el Cl,.Fe no contribueix per ell sol amb cap maxim
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10 A. ORIOL I BOSCH - K. EIK-NES

d’absorcié en aquesta zona de I'espectre. El colesterol en preséncia dels
acids déna un cromogen de poca intensitat, la maxima de la qual es troba
a 420 mp de longitud d’'ona de I'espectre. Quan els quatre components hi sén
tots presents és evident la formacié d'un pic encrespat amb el maxim al
voltant de 475 mp. Aquesta és la configuracié del pic ideal per a usar en
quantificacions espectrofotométriques. Aquest pic no correspon, perd, al del
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=== CH3 COOH:HpS04:1:3
0.8 420 475 530
| 1 |
07 : ) :
I {1\ '
< 06 : ;o :
o 054 A :
= 1 I 1
) o § i
(’7—) 04 “" I'n § : 3 !
zZ "‘ | _f.‘ I -"-, !
' .\‘ v
W 03+ A ! I
o |

400 500 600
Longitud d'ona ( mp)

Fig. 3

cromogen usualment descrit en la reaccié de LirscuiiTz, en la qual el maxim,
segons ZACK, és a 550 m. Es per aixo que anirem darrera l'efecte que la
concentracié relativa dels acids acétic i sulfiric pogués tenir en aquesta diver-
geéncia entre els nostres resultats i els reports existents. A la figura 3 tenim
els espectres originats per igual concentracié de colesterol en el reactiu en el
qual canviem la proporci6 aceétic-sulfiric. Es a parts iguals d'ambdés quan es
forma el cromogen amb el pic a 475 mp. Si I'acétic domina, el cromogen té un
pic a 550 mp i sembla el de la literatura, i si, al contrari, és el sulfiric el que
domina, el pic format apareix a 410 mp. Pero cap dels dos darrers pics no té
I'algada ni 'encrespament que té el pic a 475 mu.
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DETERMINACIO DEL COLESTEROL 1

b) Com ja hem dit, totes les reaccions d’aquest tipus son extraordina-
riament inestables. Nosaltres no podiem deixar d’estudiar l'efecte del temps
en la formaci6 del cromogen. A la figura 4 hem collocat cinc espectres carac-
teristics a mesura que es prolonga la incubaci6. EI primer espectre que hom
detecta, abans dels cinc minuts, presenta un maxim d’absorci6 al voltant de
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Fig. 4

les 400 my. A mesura que el temps passa, aquest pic va disminuint, i, en canvi,
apareix un pic al voltant de les 450 my, que creix i es desplaga, fins a obtenir
el seu maxim d’intensitat al voltant dels 20 minuts, trobant-se, llavors, a les
475 mp. Després, aquest pic es redueix, i a les seves expenses es forma un
maxim als 550 my. Si aquests son els canvis qualitatius de I'espectre d’absor-
ci6, a la figura 5 hem representat els canvis quantitatius de la intensitat
optica calculada, segons la formula ’ALLEN, a través del temps. Es evident
un rapid increment de la densitat Optica als primers minuts fins a aconseguir
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DETERMINACIO DEL COLESTEROL 13

un repla als 20 minuts, en el qual es manté més o menys fins als 30-35 minuts.
Després comenca a decréixer gradualment. Un fet del qual volem deixar cons-
tancia és I'estabilitzacio del cromogen un cop el posem a baixes temperatures.
Un duplicat posat en glac, quan ha aconseguit el maxim, no ha canviat en
absolut la intensitat de la seva extincio al cap de 10 a 30 minuts.

c) Perqueé una reaccio sigui aprofitable per a fins quantitatius ha de
seguir la llei de BEER, és a dir: les densitats optiques han d’ésser linealment
proporcionals a les concentracions de la substancia a mesurar. A la figura 6
mostrem com fent servir el maxim de 475 mu de la reaccio de LirscuUTz,
es compleix la llei de BEER. La linealitat és clara fins als 10 pg per centimetre

Taula IT

TIPUS DE REACCIO  PIC D'ABSORCIO _op/yg/mt €  REFERENCIES

L1 EBERMAN-BURCHARD 620 0,0037 1437 SCHOENHE IMER & SPERRY: JBC 106:745 (1934)
L1EBERMAN- BURCHARD 620 0,0057 2210 ABELL et al.: JBC 195:357 (1952)
P-TOLUENSULFONIC 550 0.0035 1355  PEARSON: ANAL, CHEM, 25:813 (1953)

TSCHUGAEFF FILTRE BLAU 0.0075 2900  TRINDER: ANALYST 77:321 (1952)

TSCHUGAEFF 522 0,0262 10155  JORGENSEN & DAM: ACTA CHEM, SCAND, 11:1201 (19571
LIBSCHUTZ 550 0.0254 9350  BOWMAN & WOLFF: CLIN. CHEM. B:302 (1962)
L18SCHUTZ $50 0,024 8835 == =i~

LIBSCHUTZ 475 0.0666 25814  OR[OL-BOSCH & E[K-NES:

ctibic de reactiu. No hem investigat concentracions més altes, perque preferim
de diluir les mostres en lloc de llegir densitats optiques superiors als .8 0 .9.,
ja que a partir d’aquesta zona els errors de lectura comencen a ésser conside-
rables. Si expressem la intensitat de la reaccié o pendent de la coberta mitjan-
cant la densitat optica constant per pg i per ml, ens trobem amb un valor
mitja de 0.0006, per 38 determinacions diferents. L’error standard d’aquest
valor mitja és 0.0013. Qué volem dir amb aquestes xifres? Per a entendre-ho
sera millor de comparar-les amh d’altres, tretes de la literatura. A la taula 1T
tenim les constants de métodes diversos. Les dues primeres son de dos metodes
classics: I'un, el primer, és probablement el metode més acreditat per a la
investigacio; I'altre té un gran prestigi com a metode clinic. Després ve el
metode de PEARSON amb toluensulfonic, que és d’una gran senzillesa. Després,
dues determinacions usen la reaccié de TSCHUGAEFF i, finalment, els metodes
que empren la reaccié de LirscutTz. A la segona columna tenim el maxim
d’absorcié on s’efectua la lectura espectrofotometrica. A les dues columnes
segiients hi ha les densitats optiques per ml i ng i 'extincié molar (z), respec-
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14 A. ORIOL I BOSCH - K. EIK-NES

tivament, i, per fi, a I'tltima columna hi ha les referéncies bibliografiques.
Es evident, per les xifres indicades, que la reacci6 de LirscuUTZ, tal com
nosaltres la portem a terme utilitzant el maxim d’absorci6 de 475 mp,
¢s almenys el doble sensitiva que la que la segueix. Aix0 vol dir que
mitjangant aquesta reaccid podem utilitzar menys material biologic, car

e Colesterol

- 3-B~-Colestanol
=== Cortisol

=== DHEA

DENSITAT OPTICA

400 500
Longitud d'ona (mp)

Fig. 7

la reaccié acolorida no ens és cap factor limitant. En no necessitar tant de
material biologic tindrem menys impureses que puguin interferir, i, per tant,
podrem purificar la mostra en menys passos.

d) Al comengament hem dit que no eren d’esperar reaccions especifiques
per al colesterol. Nosaltres procedirem a mirar quines substancies poden inter-
ferir i estudiarem tots els esterols i molts dels esteroides que teniem a la nos-
tra disposicio. A la figura 7 hem colocat els espectres d’absorcié més repre-
sentatius. El 3B-colestanol o dehidro-colesterol no té cap pic en el seu espectre
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DETERMINACIO DEL COLESTEROL 15

d’absorci6 en aquesta zona. Com ell es comporten altres esterols saturats, com
son: 3p-coprostanol, colestanona, coprostanona. L’espectre del cortisol és tipic
dels esteroides de 21 carbonis amb el doble enllag en posicié 4. Aqui tampoc
no hi ha cap pic, i el mateix espectre ens donaren la progesterona i la corti-
costerona. Hem triat I'espectre de la dehidroepiandrosterona com el més tipic
dels esteroides de 19 i 21 carbonis amb el doble enllag en posicio 5. Aquests

-wme  Colesterol patrd
w— Serum extret

=== Serum intacte
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o
B
1

0.3

0.2 1
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0.1 1

Longitud d'ona ( mp)

Fig. 8

compostos donen un maxim d’absorcié al voltant dels 300 mu i un petit pic als
475 mu de molta menys intensitat que el del colesterol. La possibilitat d'inter-
feréncies d’aquests esteroides en les determinacions de colesterol son minimes,
ja que les diferéncies de concentracié son massa grosses. Dels compostos
estudiats sembla que podem deduir que per a la formacié del cromogen
calen substancies que tinguin les caracteristiques segtients:

— un hidroxil en carboni 3,
— un doble enllag en posicio 3,
— una cadena lateral d'una certa longitud.
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Ens queda per investigar l'efecte que pugui tenir el doble enllag en
posicio 7 o en la cadena lateral, aixi com els grups metil en carboni 4, 14. 1 24.
En els darrers anys, diferents autors, entre ells ZACK i ZLATKIS i PEARSON,
han postulat métodes per a la determinacié dels esterols plasmatics usant
directament el reactiu en el plasma o sérum. Aquests métodes han estat
atacats fortament per altres autors en trobar que donaven resultats erronis.
Pero, atesa la senzillesa d’aquests meétodes, cal provar si veritablement hom

Taula 11
DETERMINACIO DE COLESTEROL

EXTRACCIO 1) 10 vol. Acetona : EtOH (1 : 1)
2) Centrifugar i decantar

3) Assecar

ReaccrO pE coLoR:  a) Dissoldre en CH;-COOH
b) Refredar al bany de glag
c) Afegir-hi reactiu FeCl-H.SO; (conservar-lo a la nevera)
d) Agitar 10 sec.
e) Refredar-ho 1 min. al bany de glag

f) Deixar-ho a temperatura ambient i llegir passats 20-30 minuts
a 420, 475 1 530 mu

pot estalviar l'extraccié i la purificacio. A la figura 8 hem representat els
espectres d’absorcio de colesterol standard i el que origina el reactiu aplicat
directament al plasma o a l'extret d’aquest plasma. Es evident la diferéncia
entre els dos espectres d’absorcio. En el plasma integre hi ha substancies que
donen maxims d’absorcio a 400 i a 550 mp. Aixo fa que el pic a 475 mp quedi
parcialment interferit pels seus veins. Quan ens prenem la moléstia d’ex-
treure amb acetona-ctanol, l'espectre d’absorcid és practicament ideéntic al
del colesterol standard (almenys fins a arribar a la zona dels 420 mp).

e) Després d’haver discutit breument tots aquests factors en la reaccid
de Lirscutirz, volem presentar els diversos passos de la reaccié tal com
nosaltres la usem per a determinar esterols totals en teixits o en plasma. A la
taula 111 tenim descrits els passos a seguir. Extraiem amb la barreja d’acetona-
etanol a parts iguals, amb un minim de 10 volums. Centrifuguem i decantem
o bé senzillament filtrem. En la fase lipidica, que ha de tenir aspecte clar,
l'assequem a 40 graus en atmosfera de nitrogen. Redissolem el residu amb
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acid acetic glacial i posem la soluci6 en un bany de glag. Pipetegem un volum
igual de reactiu. El reactiu es fa a base d'un centimetre ctibic de soluci6 de
clorur ferric al 10 % en acétic, portada a 100 centimetres ctibics amb acid
sulfuric concentrat. El pipeteig del reactiu es fa amb cura, deixant-lo caure
per la paret del tub perqué es formin dues fases. Després sacsegem per acon-
seguir una barreja homogeénia. Immediatament es posa la mostra en el bany
de glag, per un minut. Després es treu i es deixa a temperatura ambient, de
20 a 30 minuts. La lectura es fa en un espectrofotometre a les longituds d’ona
de 420, 475 1 530 mu. Es calcula la densitat Optica usant la formula de cor-
reccio d’ALLEN.

Per finalitzar voldriem fixar I'atencié dels lectors en la diferéncia existent
entre la quantificacié dels esterols totals i la del colesterol. Si el que hom
necessita és determinar la quantitat d’esterols presents en un material biologic,
podrem fer ds d'un gran nombre de métodes de relativa senzillesa que ens
proporcionaran resultats satisfactoris, i n’és un el que avui hem descrit.
Pero si el que cal és determinar especificament el colesterol, problema que
cada dia es planteja més, tenim per seguir préviament un cami llarg, penos i
complicat. No podrem prescindir practicament de cap dels passos que hem
citat breument: extraccio, saponificacié, cromatografia, precipitacié amb digi-
tonina, dibromacio i especialment, si hom treballa amb material radioactiu, les
recristallitzacions fins a assolir una activitat especifica constant. L’tinic raig
d’esperanca, ens l'ofereix la gascromatografia, sobre la qual esperem de poder
parlar en aquesta Societat I'any vinent.
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