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MEMORTIA DESCRIPTIVA
de una Patente de Invencidn & nombre de:
BOEHRINGER MANNHEIM GmbH, de nacionalidad
alemana, domiciliada en Mannheim-Waldhof
(Alemania); por: "PROCEDIMIENTO PARA LA
DETERMINACION ENTERAMENTE ENZIMATICA Y
CUANTITATIVA DE TRIGLICERIDOSY.
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.El presente invenio concierne a un procedimiento
‘para la détermingciﬁn enteramente enzim@tica y cuantitativa
de triglicéridos, que estdn presentes como lipoproteidos en
liquidos corporales.

Tanto en la investigacidn de la arterioesclerosis
como también en indestigaciones rutinarias clinicas y farma-
colégicas, la determinacidn cuantitati&a de los triglicéridos,
especialmente de los que estin combinados con lipoproteinas,

dessmpsfia un papel cada vez mas importants.

Los procedimientos conocidos desde hace mucho tiempo
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tienen en cuanto a la técnica de trabajo diferentes desventajas
y ademfs de ello poseen frecuentemente sdlo una pequefia especi-
ficidad y una limitada exactitud de andlisis., Por lo tanto,
la determinacidn enzimftica de los friglicéridos se ha im-
puesto en los ltimos tiempos de modo enteramente ‘general a
causa de su pronunciade especificidad y por su precisidn de
resultados; véase Klih. Wochenschr. 40, pégina 362 (1962) y
Klin. Chemie §, péginas 156-159 (1968).’ o J

En los procedimientos hasta ahora hab;t;ales, las
grasas son desdobladas enrprimer lugar con uﬁaibase fuerte,
por e jemplo con lejia de potasa alcoh6lica,_an’las sales de
los &cidos grasos y.en glicerinas, después'de lolcual.en la
glicerina contenida en el liquide, despﬁés:defseparaciﬁn de
las porciones de &cidos grasos (ﬁor-ejémﬁla por precipitacidn
y subsiguiente centrifugacién), es transformada de manera co-
nocida enzimdticamente en &l piruvato. La cantidad de piruvato
equivalente al contenido de glicerina original es iransformada
finalmente por NADH (nombre reducido del niéotinamido;adenindi-
nucledtido o difosfopiridin-nucleﬁtido); medianta-iaetatodes-
hidrogenas;, en écido l&ctico, representando la diamiﬁuciﬁn
del NADH, susceptible de ser medida fqtumétricamante;una medi-
da directa Aél contenido de gliéérina; - A .

ta,saponificaciﬁn de las grasas, aiﬁeéar-deliﬁa
progresos éh la metndologia, par lo damés'eaéncial;é,.sigue
constituyendo todavia un procese de trabajo laiéé y cdséoaa:
dado que esta sdlo se puede alcanzar cuantitativemente por

accidn durants media hora de lejia de potasa etandlica en ca-
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liente; ademfs de ello, es necesario precipitar las sales de

potasio de acidos grasos resultantes en una etapa adicional,

mediante sulfato de magnesio, en forma de sales de magnesio,

y eliminar el precipitado resultante por ejemplo por centri-

fugacifn. Los intentos, de realizar también la primera etapa

del desdoblamiento de grasas enzimiticamente, fracasaron hasta

shora ssencialments por tres razones:

1.

2%

En efecto, los triglicéridas combinades con lipoproteinas
pueden ser desdoblados por lipoproteido-lipasas. No obs-
tante, estas sdlo se pueden obtener a partir de tejidos
humanos o animales, son poco estables y poseen un conteni-
do de proteinas tan elevado que se perturba la determina-
cidn fotométrica de NADH. Ademds de ello, el desdoblamien-
to tiene lugar de modo incompleto incluso después de lar-

gos tiempos de incubacidn,

Las grasas neutras emulsionadas son desdobladas por lipa-
sas, que proceden del pancreas, de modo escalonado, pasan-
do por los di-glicéridos y moneo~- glicéridos, en &cidos
grasos libres y glicerina, conduciendo el desdaoblamiento
parcialinente sdlo a monoglicéridos. No obstante, el método
de determinacidn de acusrdo con él invento sélo se puede
llevar a cabo cuando el desdoblamiento tiene lugar cuan-
titativamente hasta la etapa de la glicexrina libre.

Con cantidades muy grandes de enzimas y con largos
tiempos de incubacidn, gque pueden producir en algunos ca-
sos ®l desdoblamiento total no se puede llevar a cabo una

determinacidn cuantitativa, por razones précticas.
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3. Los triglicéridos simples exentos dé protei&as son desdo-:
blados por una serie de lipasas “extraffas al cuerpo", obte-
nidas a partir de plantas o de hongos. El desdoblamiento del
lipoproteidos, es decir grasas combinadas con proteinas
tiene lugar, cuando lo tiene, éﬁloide modo incompleto o
exige cantidades tan grandes de enzimas (mads de 5 mg an
aproximadamente 2 ml de solucifn, que ya no se puede lle~-

var a cabo una determinaciln Optica a causa del enturbia-

miento provocado por el reactivo,.

Se ha encontrado ahora, sorprendentemente, que la
lipasa descrita en Comptes Rendus Acad. Se. Perisrgég (1964)
pdginas 4,394-4,396, obtenida a partir de Rhizopus arrhizus, [
es capaz de desdoblar t:iglicéridas combinados con lipoprotei-
nas junto con los triglicéridos eontenidos en quilomierones,
con un Indice de transformacidn extrsordinariamente elevada,
de modo cuantitativo en &cidos grasos libres y en glicerina,
sin que se perjudique la subsiguiente determinacién Gptica
de NADH en luz ultravioleta. Este resultado es ?anto més sor-
prendente cuanto que hasta ashora no sera conocida de ninguna
lipasa "extrafia al cuerpo™ una suficiente actividad frente a
triglicéridos combinados con lipoprotefnas; naturalmente,
tanto menos evidente resultaba el smpleoc para la dafarminaf
cidn cuantitativa de tales sustancias.

De acuerdo con 8l invento es posible shora llevar
a cabo la determinacidn de grasas neutras exentas de protef-
nas y de triglicéridos combinados con proteinas sin previa

saponificacidn de &lcalis en caliente y el tratamiento de la
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muestra de modo enteramente enzimdtico y sin menoscabo de la
exactitud. Ademfs de la evitacidn de los Alcalis fuertemente
calsticos, desagradables de manipular, el modo de realizacidn
de acuerdo con sl invento significa sobre tode una considera-
ble ganancia de tiempo,

La saponificacién enzimdtica de grases ofrece ade-
més la ventaja de poder disminuir considerablemente la canti-
dad necesaria de suero en comparacién con los métodos habi-
tuales, s gaber ds 1/20 del volumen, Esto tiene importanpia
sobre todo en investigaciones en serie de pequefios animales
de laboratorio, tales como por ejemplo‘ratones blancas y ratas.
Finalmente, es posible ahora realizar la determinacidn también
de #riglicéridns combinados con proteinas por ejemplo en sue-
ro humano o en plasma capilar mediante combinaciones de ensa-
ycrpreviamenta preparada;l que contienen las enzimas y sustan-
clas gugiliares necesarias en las cantidades éptimas y even-
tualmente en snlucién\tamponada y ‘estabilizada, en corto tiem-

po y sin el gasto hasta shora necesario.

Las combinaciones de ensayo previamente preparadas

- san mezcladas preferiblemente con ‘sustancias auxiliares es-

tabilizadoras, con el fin de hacer posible un almacenamiento
més largo de las mezclas de enzimas sensibles y con sl fin
de.proporcionar una forma comercial estable para sl empleo
en laboratorios o en la préctica médica.

Como especialmente ventajosa se ha mostrado una com-
binacidn de ensayo que en un determinado volumen de una solu-

cidn acuosa tamponada contiene una cantidad previamente dosi-
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ficada de trifosfato de adencsina que estad estabilizada por

una adicidn de trishidroximetil-aminometano o de &lcali-azi-
das y, separadamente de esto, una mezecla en polvo, preferi~’
blemente en forma de tabletas, que contiene NADH y fosfoenolpi-~
ruvato de sodio en cantidades previamente dosificadas. Dado

que las mezclas en polvo o tabletas no son estables en la

" forma descrita, ses sfaden en calidad de estabilizadores un .

aminodcide neutro, tal como por ejemplo glicina;'y'vsntajosa—
mente una sal aslcalina de un Acido fuerts, por ejemplo cloru=
ro de potasio,

Para la realizacidn de la rsaccidn de ensayo, la
mezcla en polve o la tabletas es afladda a la soluecibn arriba’
descrita de adenosin-trifosfato. Despliés de mszclar.con la
muestra que contiene tri-, di- o mono-glicéridos, se inicia -
entonces la reaccifn previa con una mezcla de enzimas, que -
contiene lactatoaeshidrngenasa, piruvatoquinass y gliceroqui-
nasa, Despufs de haber transcurrido la reaceidn previa, se’
les el primer valor de extincidn y se pone en marcha la
reaccifn principal de acuerdo con el invente con Rhizopus
arrhizus~lipasa., La diferencia éntre sl primer valor de extin-
cifn y el segundo valor de extincidn que,sé puede leer des-
ﬁués ds aproximadamente 5 minutos en directamente proporcio-
nal e la glicerina liberada., Dado que en este procedimiento
es necesaria una Unica etapa de utilizacidn de pipeta - es
decir la adicién de la muestra - 1a combinacifin ds ensayo de .
acuerdo con el invento hace posible una simplificacifn adi- -
cional y una elevacifn de la precisidn de la determinacidn -

cuantitativa de mono~, di o tri-glicéridos.,
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La lipasa de Rhizopus arrhizus (Var. Delemar) muy
purificaaé, utilizada de acuerde con el invento, tiene fren-
te al aceite de oliva en los Gptimos de pH de 3,5y T;D, ac-
tividades sntre 3,500-8000 U/mg. La pureza de la Rhizopus-
lipasa fue determinada electroforéticamente.

El procedimiento de acuerdo con el invénto para la
determinacidn enterasmente snzimética y cuantitativa de tri-
glicéridos, que estén presentes combinados con lipoproteinas,
y/o de grasas neutras libres-de proteinas en soluciones, es-
pscislmente liquidos corporales, estd caracterizado porque se

desdoblan los }ipoproteidos y grasas naturales mediante una

* lipasa sbtenide a partir de Rhizopus arrhizus, y porque se

determina enzimaticamente de manera de por si conocida la

glicerina cvbtenida como producto de dssdoblamiento.

EJEMPLD J.-

- 10 /ul de suero humano son mezclados sucesivamente

con los siguientes reactives:

1,5 ml de tappdn de trietanolamina (0,1 molax) ajus-
- tado @ pH 7,6, que contiene NADH (0,12 mili-
' ' moles) y sulfato de magnesio (0,74 milimoles)
0,1 ml de fosfoenolpiruvato de sodic (4,8 milimoles)
‘ y adenosin-trifosfato (1,3 milimoles) disuel-

tos en tampfn de trietanolamina (0,1 molar)
ajustado a pH 7,6

0,02 ml de lipasa de Rhizopus arrhizus (4 mg/ml)
(3500 unidades/mg = 14,000 unidades/ml).

0,005 ml de lactatodeshidrogenasa {900 unidades/ml)/

.piruvatoquinasa (150 unidades/ml).
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La solucién as{ preparada es sfadida despuds de 5 mi-
nutos a una cubeta y se determina la extincidn (El) a 366 nm.
Por la adicidn de 0,005 ml de gliceroquinasa (Bﬁjunidad;s/ml)
se pone en marcha la reaccidn con enzimas, la cual.a fin de
tuentas, pasando por el piruvato con disminucidn de NADH, con-
duce al NAD, Después de 10 minutas més se lee el segundo va~
lor de extincidn (Ez). A partir de la diferencia de exfinciu-
nes AE = E, - E, resulta el contenido de trigliééridos segiin

la siguiente férmula:

A E x 4224 = mg % de triglicéridos,

EJEMPLD 2

De acuerdo con el procedimiento inﬁidadn en el ejem-
plo 1 se llevaron a cabo 37 determinaciones individuales de
suero humzno en un caso de acuexdo con el método convencio-
nal (saponificéciﬁn de las grasas can lejfa de potasa alcoh-
lica) y despus de acuerdo con el invento con la enzima obte-
nida a paifir de Rhizopus arrhizus,

A partir de los resultados resultd Gn coeficiente
de correlacidn de

r = 0,998

¢
Los. resultedos individuales estén reproducidos

en la Tabla I,
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TABLA I

Contenido de triglicéridos de musstras de suero

humano_en_mg%.

A. Después de saponificacion
can lejia de potasa alco-

B. Después de desdoblamiento
de grasas con lppasa a

h@lica. partir de Rhizopus arrhizus.

417 416
160 145
445 430
472 460
135 110
608 621
1798 1925
1843 1710
108 105
124 133
350 305
492 . 445
1063 1020
. 126 149
- 160 154
400 372
129 132
12 T4
268 250
T2 T4
177 167
a75 355
167 149
65 57

; 154 145
189 189
232 215
63 ‘65
165 159
110 116

. 365 362
- 214 198
462 456
90 89
438 410
194 188
70 T2
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EJEMPLD 3

2,5 ml de solucidn tampdn acuosa que contiene:
65 mg de clorhidrato de trietanolamina
25 mg de tris-hidroximetil-aminometano
1,25 mg de adenosintrifosfato-disddico
1,25 mg de sulfato de magnesio (MgSD4 x'7H20)

son mezclados con una tabletas que contiene:

4,5 mg de NADH
G,Q mg de fosfoenol-piruvato de sodio
. 58,8 mg des glicine
14,8 mg de cloruxo de potasio y

4,4 de policera (Poliwachs 6000)(DAB 7)

Después de disolver la taBleta, la solucidn de tra-

bajo as{ preparada es vertida en una cubeta y as‘hezclada cons

20 /ul de suero asi como éaon eproximadamente
SU/ul de mezcla de enzimas, consistente en lactatodeshi-

drogenasa, piruvatogquinasa y gliceroquinasa,.

Después de habsr transcurrido la reaccidn previa, se
determina la extincidn, la mezcla es mazclada con 20 /ul da
lipasa de Rhizopus arrhizus y se calcula el contenido de trigli-
céridos, tal como se describe en el Ejemplo 1, a partir del se-

gundo valor de extincidn.
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Se reivindica como nuevo y de prapia invencidn:

l.~ Procedimiento para la determinacidn entsramente
enzimatica y cuantitativa de triglicéridos, que estén pressn-
tes combinados con lipoprotefnas y/o con grasas neutras exen-
tas de proteinas en solucicnes, especialments en liquidos coxr-
pnraias, caracterizado poiqﬁe se desdoblan los lipoproteidos
y las grasas neutrés exentas de protefnas mediante una lipasa
obtenida a partir de Rhizopus arrhizus y se determina enzimé-
ticamente de manera de por si conocida la glicerina obtenida
como prdducto de desdoblamiento.

2.~ PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION ENTERAMENTE
ENZIMATICA Y CUANTITATIVA DE TRIGLICERIDOS.

| Tal como se describe y reivindica en la presente

Memoria Descriptiva, gue consta de once hojas escritas a mé-

quina por una sola cara.

Madrid, 3OC 1970 |

CARLOS FEAS
rr. [

1TAonADELRS
e
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