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INTRODUCCIO

Aquest estudi forma part del programa que té per objecte d’establir
els valors normals del lipids del séerum en persones sanes.

Comparant les diferents classes de lipids serics, veiem que uns dels com-
ponents, els acids grassos, han estat poc estudiats, probablement a causa
de les dificultats de la técnica i de la poca informacié que donen sobre
les alteracions del metabolisme lipidic. La cromatografia de gasos només
fa possible d’establir un diagnostic categoric en el cas de la malaltia de
Refsum, perqueé permet de detectar un acid gras anomal anomenat acid
fitanic.

D’altra banda, creiem que l'interés fonamental de l'estudi dels acids
grassos del sérum estd en la variacié de la composicié d’aquests acids que
té lloc en canviar substancialment la dieta, ja que aquesta afecta directa-
ment els nivells de colesterol i triglicérids, que estan intimament relacio-
nats amb les malalties que dins la societat occidental causen el nombre
més elevat de defuncions, com l'arteriosclerosi i la isquémia coronaria.

La present comunicaci6 la dividim en dues parts: en la primera parla-
rem de les possibles causes d’error durant el procés analitic, i en la segona
presentarem els nostres resultats,

POSSIBLES CAUSES D’ERROR EN L’ESTUDI DELS ACIDS GRASSOS

Dividim els errors analitics que es poden cometre en tres parts:

A) Presa de mostra i conservacid.

B) Preparacié de la mostra:
a) Extret lipidic.
b) Hidrolisi.
¢) Metilacio.
C) Cromatografia i calcul:
a) Introduccié de la mostra a l'aparell.

b) Calcul dels cromatogrames.
¢) Identificaci6 dels diferents acids grassos presents.

63



4 C. PASCUAL, M. E. CUSO I A. COROMINAS

A) Presa de mostra i conservacio:

La presa de mostra la fem per punxada a la vena, i és molt important
de tenir en compte les condicions de dejuni. En el nostre cas, ha estat esta-
blert entre 10 i 12 hores.

Si no és possible de comencar a treballar tot seguit, hom pot guardar
el serum o 'extret lipidic durant uns quants dies, congelat a —z0 °C.

Avancant-nos una mica, direm que els esters metilics poden ésser con-
servats a —z20 °C, sota atmosfera de nitrogen, durant un mes. Nosaltres ho
hem provat i no hi hem observat diferéncies.

B) Preparacio de la mostra:

Compren diferents passos que estudiarem separadament, bo i procu-
rant de tenir cura de tots els possibles errors i explicant la manera d’evi-
tar-los.

a) Extret lipidic: Seguim el metode de Folch i Pi. El principal error
¢s d’ordre quantitatiu, puix que hom no pot tenir la seguretat que l'ex-
tracci6 sigui total. En el nostre cas aix0 no ¢és d’'una gran importancia,
perque es tracta de fer una analisi qualitativa i semiquantitativa.

b) Hidrolisi: Per tal d’alliberar els acids grassos esterificats, sometem
I'extret obtingut anteriorment a una hidrolisi amb potassa alcoholica.

En aquest pas del procés es poden produir peérdues per ebullicio defi-
cient, pero, i també en el nostre cas aixd ¢s més greu, hi ha el perill que
la hidrolisi i la saponificacié no siguin completes. Mitjancant repetides
proves i comprovacions amb cromatografia de capa fina, nosaltres hem
arribat a la conclusié que la millor manera de dur a terme aquesta reaccio,
per tal que sigui total, és tractar l'extret lipidic amb potassa alcoholica
al 10 9, durant tres hores a reflux suau. A temperatures inferiors a 100 °C,
el procés és dificil d’estandarditzar. A més, cal afegir sempre uns mg de
pirogallol o bé uns pl. de solucié alcoholica de BHT (2,6-ditert-butil-p-
cresol) per tal d’evitar I'oxidacié dels acids presents, puix que aquest és
un altre perill existent. Cal tenir en compte, perd, que en el cas de fer
servir BHT com a antioxidant, posteriorment apareixerd un pic en el cro-
matograma prop del C,,. En la separaci6 dels esterols lliures i extrac-
ci6 dels acids grassos que segueix la hidrolisi, també es poden produir
perdues.

¢) Metilacié: En aquest procés, igual que en el d’abans, la principal
causa d’error és que la reaccié no sigui total; per exemple, ha estat com-
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provat que, en el cas de metilacié amb diazometd, cal la presencia de me-
tanol lliure, tal com indica SCHLENK segons STEIN i collab. %, contrariament
a d’altres autors que diuen que no cal.

D’altra banda, és possible que apareguin pics estranys (artefactes) quan
s'empra €l meétode de metilacié esmentat més amunt. Aquests COSSOs e€s-
tranys (polimers i altres compostos desconeguts) poden ésser eliminats per
cromatografia en capa fina d’adsorcio. Nosaltres hem estudiat aquesta ope-
racio, i I'error comes en la recuperacié és inferior a 'error del metode cro-
matografic.

Per aquestes raons i per la rapidesa que comporta, nosaltres utilitzem
el complex trifluorur de bor-metanol com a agent de metilacio, i fins ara
no hem tingut problemes per formaci6 d’artefactes ni per reaccié defec-
tuosa.

C) Cromatografia gasosa i calcul:

Els errors comesos en aquesta darrera etapa de l'analisi son els que més
hem estudiat i controlat.

Des del comencament ja suposem que les condicions de treball son les
més convenients: temperatures de forn i de blocs d’injeccié prou altes per
tal que la vaporitzacié sigui instantania i total, i columna amb un nombre
de plats teorics suficient per a obtenir bones separacions.

Les possibles causes d’error sén:

a) Injeccid defectuosa. Produeix una deformaci6é i un eixamplament
dels pics que pot induir a error a 'hora de fer els calculs. Per tal que una
injeccié pugui ésser considerada «bonan, ha d’ésser molt rapida i amb un
«coixi» d’aire al comen¢ament. D’aquesta manera, la mostra entra a la
columna amb un «front» uniforme.

b) Factor de resposta i reproductibilitat de Uaparell. Les principals
causes d’error en una analisi amb cromatografia gas-liquid es troben aqui.

En primer lloc, cal treballar en €l marge on la resposta del detector
¢s lineal, puix que, en cas contrari, la sensibilitat no seria la mateixa per a
les diferents substancies que conté la barreja injectada i per tant seria
erronia la relaci6 entre els 9, que hom calcularia. Per a treballar dins el
marge adequat, cal no introduir una quantitat exagerada de mostra a
I'aparell.

A més, en una serie d’analisis repetides, els resultats obtinguts no sem-
pre coincideixen. Aquest és el problema més dificil de solucionar, per tal
com pot ésser degut a diverses causes, tant del detector en si, com de 'am-
plificador, com del senyal de fons de I’aparell. Linica manera de reduir
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els errors comesos ¢s fer proves repetides amb una mateixa mostra i veure
la mitjana dels resultats i la desviacié que aixo representa °.

c) Calcul dels cromatogrames. La manera més acurada de mesurar i
quantificar els registres grafics obtinguts, és mitjan¢ant un integrador aco-
blat directament a la sortida de ’amplificador, perdo no tothom disposa
d’aquest estri.

Per tal de fer un calcul aproximat de les arees dels pics, hi ha dife-
rents metodes, com és ara els de triangulacié, rectangulacid, tres amplades
seleccionades, etc.

En el cas dels esters metilics, la manera d’introduir menys error és uti-
litzar el metode de rectangulacid, amb el qual hom no calcula I'area siné
una magnitud que li és proporcional i, per tant, proporcional a la con-
centracié de cada compost en la mostra.

d) Identificacid. Hom la fa per mitja de patrons; de les rectes de cali-
bracié obtingudes a partir d’aquests (longitud de cadena equivalent); de
diferents index tabulats (els més coneguts sén els de Kovats); etc.

Els errors possibles en aquest darrer estadi del procés sén de tipus
qualitatiu, i la millor manera d’evitar-los és disposar d’'un gran nombre
de patrons i comparar-los amb els resultats que es troben a la bibliografia
per tal de poder confirmar les hipotesis fetes.

PROVES DUTES A TERME PER A ESTUDIAR ELS ERRORS

Per tal de trobar l'error mitja que hom pot cometre durant tot el pro-
cés analitic que hem descrit, des de la presa de mostra fins a la introduc-
ci6 en el cromatograf i el calcul posterior, nosaltres hem fet una serie de
g estudis amb el mateix serum i seguint en tots els casos un procediment
idéntic d’analisi. Els valors obtinguts per als diferents acids grassos, i els
errors totals corresponents, son els segiients:

Acid Cype Cy Cys Cisi1 Cis Cis:1 Cig:2 Cag:s Capte
Valor mitja 0,20 1,13 22,62 2,10 7,04 24,24 20,23 1,63 1,25
D. S. 0,13 0,11 0,45 0,14 0,91 0,40 1,84 0,47 0,42

L. C. 95% 0,09 0,08 0,33 0,10 0,68 1,05 1,38 0,35 0,31

Aquests resultats creiem que sén molt interessants, puix que hom pot
veure que les desviacions standard i els limits de confianca presenten un
valors bastant baixos. L’error relatiu que aixo suposa només ¢és més gran
del 5 9, en el cas dels components minoritaris i en 'acid estearic (de 'or-
dre del 8 9,), la qual cosa és bastant logica, per tal com els pics petits sén
els més dificils de mesurar amb precisio.

66



ESTUDI PER CROMATOGRAFIA GAS-LIQUID D’ESTERS METILICS 7

D’aixd concloem que els metodes emprats per a fer aquestes determi-
nacions sén correctes.

RESULTATS OBTINGUTS EN L'ESTUDI DELS ACIDS GRASSOS DEL SERUM

Hom ha procedit a I'estudi dels esters metilics dels acids grassos totals
i dels glicerids del serum de po adults sans d’ambdés sexes, compresos en-
tre els 15 anys i els 74 anys d’edat. Nosaltres considerem sa aquell individu
que no ¢s obés i que, en ésser interrogat, diu que no ha tingut recentment
cap malaltia; n’excloem les dones embarassades i les que prenen hormo-
nes sexuals, per tal com esta ben demostrat que, en tots dos casos, resta
afectat el metabolisme lipidic.

Els 50 adults que abans hem esmentat han estat distribuits aixi:

21 homes compresos entre els 17-65 anys i 3o dones compreses
entre 1574 anys. Els resultats obtinguts han estat els segiients:

— Acids grassos totals:

Els components majoritaris son: 1'acid palmitic (24,00 + 8,06 %),
I'oleic (24,55 + 9,14 9) i el linoleic (24,83 + 14,88 %,); en propor-
ci6 més petita hem trobat: estearic (10,72 + 5,50 %) i araquido-
nic (6,38 + 5,36 %), i, en proporcié encara més petita; palmitoleic
(2,57 + 1,80 9), miristic (1,32 + 1,21 9,) i eicosatrienoic (1,44

+ 2,68 9,); en proporcions inferiors a 1,1 9, tenim el lauric, els C,,
i altres no identificats.

— Acids grassos dels glicérids:

Els majoritaris sén: oleic (32,95 + 15,06 %) i palmitic (24,39
+ 7,16 9,); en proporcié mitjana trobem linoleic (17,16 + 7,88 %) i
estearic (9,81 + 6,389,); en proporcions encara més petites, miris-
tic (2,38 + 2,18 9) i araquidonic (2,22 + 4,8 9%); i finalment, en
proporcions inferiors a 1'1 9 : lauric, C,,, C,;:, i d’altres.

Cal fer un comentari a part de l'acid araquidic (C,,), puix que en al-
guns s¢rums n’hem trobat en proporcions molt elevades; la proporcié més
gran de totes fou trobada en uns glicérids que tenien un 45 9, d’araquidic.
Per tal d’assegurar-nos que no es tractava d'un artefacte, fou cromatogra-
fiada la mostra per cromatografia en capa fina d’adsorcié, per tal de puri-
ficar-la. Aquesta operacié no elimina I’esmentat acid gras. En un dels casos
hom pogué estudiar, cinc mesos després, el serum de la mateixa persona,
i hi fou trobat un nivell absolutament normal. Per tant, hom no pogué
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escatir si es tractava d'un acid o bé d'un artefacte que no podia ésser eli-
minat per la cromatografia en capa fina. L'estudi d’aquest punt sera motiu
d’'un proper treball.

Tot seguit parlarem de la influéncia dels factors dieta, edat i sexe so-
bre els acids grassos. De tots tres factors, la dieta és sens dubte el que té
una influencia més gran sobre la composicié del lipids serics, i, dins
d’aquests, sén els glicerids els més directament influits. Per aixo hi hem
centrat el nostre treball.

Els estudis duts a terme per ANTONUS ®, AHRENS ' i BLOMSTRAND * en-
tre 1960 i 1961, ja demostraren que era possible de canviar el patr6 dels
acids grassos del sérum, administrant la mateixa dieta durant un temps
relativament llarg. D’altra banda, ja el 1959, DoLE i collab.® trobaren
diferents nivells d’acid linoleic entre els nord-americans (33,5 %) i els bri-
tanics (12,4 9%). Ja més recentment, ALLING i collab.? han trobat nivells
d’acid linoleic a la poblaci6 sueca amb les mateixes dades que les que tro-
baren HALLGREEN i coHab. ® vuit anys abans; segons ALLING aquestes dife-
reéncies son degudes a l'increment del contingut d’aquest acid a les marga-
rines sueques, durant el periode esmentat.

Abans de passar a I'estudi comparatiu dels resultats obtinguts per nosal-
tres amb els obtinguts en altres paisos, diguem que, dissortadament, en
alguns treballs no han estat especificats massa bé els metodes analitics em-
prats o les caracteristiques dels cromatografs, i, en altres, el nombre d’indi-
vidus estudiat és massa petit per a fer una analisi estadistica dels resultats.
Per aquests motius, només podrem fer I'estudi comparatiu entre els nostres
resultats i els obtinguts a Alemanya per SCHRADE '* '* 14/ a Dinamarca per
DYERBERG ® i a Txecoslovaquia per FeLT’. Els resultats d’aquests autors
es troben recollits a la taula I. A la taula II recollim els nostres resultats
donats per al conjunt de la poblacid, per a homes, per a dones i per edats
(adults majors de 45 anys i menors). L’estudi de la significacié estadistica
dels diferents resultats considerats, feta mitjangant el test de Student, es
troba recollit a la Taula IIL

Remarquem que tots els autors troben considerables variacions per a
un mateix acid gras d'un individu a un altre.

De l'estudi d’aquests resultats podem concloure que els patrons dels
glicérids sérics no tan sols resten afectats quan hom sotmet I'individu a
una dieta estrictament controlada, siné també quan aquest pren una dieta
lliure, perd que presenta diferéncies en la seva composicié. Aquest seria el
cas dels diferents patrons d’acids grassos dels glicérids sérics trobats en els
diferents paisos considerats.

Si recordem la relacié entre I'arteriosclerosi i els nivells de lipids se-
rics, i entre aquests i la quantitat i qualitat dels greixos ingerits (recordem
que els acids grassos poliinsaturats fan baixar el nivell de colesterol) po-
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Taura II/a

Acids grassos del serum *

ToOTALS GLICERIDS
G 1,82 + 1,21 2,98 + 2,18
Ce 24,00 + 8,06 24,39 + 7,16
Cie:y 2,57 + 1,80 4,00 + 2,44
Cis 10,72 + 5,50 9,81 + 6,38
Cisi 24,55 £ 9,14 32,95 * 15,06
Cis:a 24,83 + 14,88 17,19 = 7:88
C,ois 1,44 + 2,68 < 1,00
Czoh 6:38 ax 5»36 2,22 + 4,80

* Valors percentuals + 2. D, S.

drem calibrar l'interés que presenta l'estudi de les modificacions que poden
produir-se, tant en quantitat com en composicié, en els diferents lipids
sérics, en variar la dieta.

Per finalitzar, tractarem breument dels factors edat i sexe. Nosaltres
no hem trobat cap diferéncia entre els valors mitjans d’homes i de dones.
Tampoc no hem trobat variacié de la composicié del greixos amb I'edat.
SCHRADE ' 1% 14 ha trobat que l'augment dels triglicérics amb l'edat es
tradueix en un valor més gran dels acids grassos saturats (estearic i pal-
mitic) que dels insaturats, principalment linoleic i araquidonic. BAKER
troba diferéncies significatives entre homes i dones; aquestes darreres te-
nien nivells de miristic, palmitic, palmitoleic i oleic més baixos que els
homes. Els experiments d’INsULL ' sobre la composicié del teixit adip6s
huma, el portaren a concloure que l'edat i el sexe afecten poc la compo-
sicié dels triglicerids del teixit esmentat i que aquesta depén fonamen-
talment de la dieta.
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