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La presente invención se refiere a na procedimiento para 
el análisis de los tri-glicóridos en loe líquidos acuosos y más 
particularmente a un perfeccionamiento de la hidrólisis de los dete­
res gliceriaadoa de ácidos grasos contenidos en dichos líquidos#

5# La presente invención resulta particularmente adecuada pa­
ra el análisis de los tri-glicóridos en el suero sanguíneo# Los tri- 
glicóridos son lípidos serosos que se conjugan coa proteínas plasmá­
ticas para formar lipoproteíaaa. Los tri-glicóridos se distinguen de 
otras lipoproteínae porque contienen fosfolípidos, colestcrol y det̂  

10# res de colesterilo, El análisis do los tri-gllcÓrldos en el suero 
es de gran importancia para el diagnóstico módico. Por ejemplo, se 
cree que los niveles altos de tri-glicóridos en el suero están rela­
cionados con la formación de lesiones arteroscleyóticas en el cuerpo.

EL mótodo clásico de medición de los tri-̂ LicÓridoe neceeáL 
1$. ta la descomposición do los lipoproteínas de tri-̂ lloeride y la ob­

tención de güoerol* La medición de la cantidad de glicerol produci­
da proporciona una medida de los tri-glicóridos en el suero# Tambión 
pueden utilizare reacciones de copulación, con un indicador, para 
proporcionar una indicación de la cantidad de glicerol en una mues- 

20# tra* Los mótodoo clásicos de anólisís de los tri-glicóridos en el
suero han necesitado de la hidrólisis química para la saponificación. 
SegÓR dichos mótodos, la fracción lipídica del suero so oxtraye me­
diante disolventes orgánicos y se eliminan los fosíolípidos, ya que 
durante la saponificación temblón proporcionan g&ieerol líbre, Ai- 

25# cha extracción tenía que ser roalisada con un adsorbente de fosfolipi 
dos o con un sistema de disolventes que extraía preferentemente los 
tri-glicóridos. Ambos mó todas resultaban relativamente incómodos y 
no convenían a la automatización. -Ms recientemente, han sido desarr& 
liados otros mótodos de análisis de los tri-glleóridoe. Segón un mó- ^
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todo* los tri-glioóridos on el suero so hidrolizan en un sistema do 
enzimas copuladas en el cual, el g&ioerol resultante, es cuantifioa- 
do por medición cinética de la reacción catalizada por deshidrogena-* 
sa de glicorol y dinuoleótido do nicotinamida y adenina. En otra 

3*. reacción, en la cual los tri-glicÓridos se hidrolizan a gliocrol por 
saponificación alcohólica, so emplean reacciones enzimdtioaa para 
proporcionar la copulación de colores para el análisis del glicerol. 

Dichos mótodos están registrados en reaámonos respectivâ  
mente numerados 013 y 014 de la página 57 del Clinical Chemistry.

10$ Volumen 20, n&nero 7, 1974$ La Patente estadounidense 3$703$591 a 
favor de Bucolo y col., de 21 de noviembre de 1972, ce refiere a un 
análisis de tri-glicárídoa en el cual loa trl-gllcóridos en el sue­
ro se hidrolizan tanto por una lipasa como por una pretensa y en el 

13$ cual se utilizan reacciones de copulación enaimátioa para proporcio­
nar um indicación espootrofetomótrioa del gliccrol producido en la 
región ultravioleta. La lipasa utilizada es Bhizopus dolemar la 
cual, para fines de análisis, no ataca la lipoprotoina de tri-glieó- 
rido sin el uso do una proteusa, La Patento estadounidense 3$759$793 

20$ a favor de Storíc y col., do 18 de eaptiembro de 1973, tambión se re­
fiere a la hidrólisis ensimática de tri-#ioóridos en el suero en 
un análisis eepeetrofotomátrico en ultravioleta,

Mientras que los mencionados análisis producen con óxito 
la hidrólisis necesaria para la realización favorable de dicho aná- 

25, liéis, loo costea para realizar un análisis pueden resultar extroma- 
damento elevados debido al precio do las necesarias enzimas particu­
lares, Mientras que oe deseable, en la preparación de reactivos y 
la realización de análisis, utilizar la cMgima simple, una. enzima 
simple utilizada en cantidades suficientes poro, efectuar la hidró- 

30$ liáis completa puede resultar muy costoso.



Las proteasae, por su índole misma# hidrolizan o destro­
zan las proteínas# las enzimas que es usan aquí son proteínas# Así# 
las lipasas que incorporan pretensas, son menos establea. Por eonsi, 
guíente, su usa resulta nonos oÓmodo y más costoso* En la espectroib 
tOmetrí'a hay más substancias absorbentes que pueden interferir con 
loa ensayos en la región ultravioleta que oon los ensayos en la re­
gión visible* Los aepaetroíotÓmetros de medición en ultravioleta 
son más caros que los que pueden usarse én el espectro visible.

Por lo tanto, uno do los objetos de la presente invención 
es el de proporcionar, en un aótodo do análisis de dateras glieeri- 
aados de ácidos grasos en una solución acuosa en la cual so hidroli: 
san los ásteres# el perfeccionamiento que consisto en usar una lipa 
sa que comprendo lipaca Shizopus árxhisua, y en el gual la cantidad 
do lipnaa Rhisopus arrhisus necesaria para la hidrólisis puede ser 
reducida fronte a la cantidad do lipasa Rhlsepas arxhizus necesaria 
para ro:Ulzar sola la hidrólisis.

Es un objeto específico de la presento invención propor­
cionar un sótedo y una lipona perfeccionados para hidroliaar las 
lipoproteínas do tri-glícórido en el suero sanguíneo ̂ en el cual# d  
perfecciomcideato, comprende el uso de una lipasa que consta de li- 
pasa Ŝ sopus arrhizua y lipasa Candida cyl.indracoa.

Resumiendo, t3e,̂án la presente invención# co proporciona 
una lipasá que consta do lipaea BhizopMS ar̂ izua y lipaea Candida!.' 
cylindracoa y so utiliza para la hidrólisis de ósteres glicerinadoa 
de ácidos grases para hidroligar loe óstoreo pnra producir glicerol 
y ácidos grasos libros. El glicoroí se mide por medios convenciona­
les.

La presento invención conviene para numeroaos análisis pe­
ro enfoca principalmente la hidrólisis de lippproteínas do glicórido 
en el suero en un análisis de tri-glicóridoe* Una do las numerosas
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forma que puede tomar un andliois dZ tri-glicóridos se detalla a
c o n t i n u a c i ó n :

H g C  ^  O O O R ^ H g C  ^  O H H j O O O H

H  0  ^  0 3 0 R *  l l p a s a H  0  -  O H 4 R g O o O H

5 , H g C  -  O S O R ^ H g O  -  O H R ^ O O O H

KL ̂ licerol es foaforllado con trifosfato de adenosina (AfP) 
en presencia de glleerokinasa (OK) & l̂ fosfato de glicerol:

H g O  O H H g O  < *  O P O ^

H  e  < *  O H  4  A T P O K H  C  -  O H 4  A *  ) P

1 0 . . H g C  O H S ¿ 0  ^  O H

SI Moafato do ,%ioerol es deshidrô nndo con dinucleót̂ , 
do de nicotinamida y adenina a fosfato de dMiidroxiacetona* Bata ' 
reacción es catalizada con deshidrogenase de fosfato de glicerol 
(M);

1$. HgC OPÔ

H 0 ̂  O H  4  NAD ' OPDH -

H  C  ^  O H  2
SI NASH reduce violeta de yodonitrotatrazolio (INT) a su 

foraban colorado con metoaulfato de fenasina (PSS) com catalizâ  
20. dor:

NAPH 4 XNT PMS HAD 4 INf ̂  fomazan
SI lHT-<formsan se mide espootrofotomÓtricnmento a 505 nm+ 
Se ha descubierto que resulta sás conveniente separar los 

componentes requeridos para las susodichas reacciones en un reacti<* 
25+ vo enzimÓtieo de trî iodrido+ un reactivo tagp&i de tri-glicdrido# 

un reactivo XNT de trl-̂ Licórido y un reactivo diluyente de tri-g&&* 
córido# Piches reactivos pueden tener 1a constitución siguiente: 
Reactivo enzimdtico de tri-rrlioÓrido

Ingredientes reactivos (ñor decilitroh Mpasa Bhizcpus arrhizus 
30. (en las cantidades expuestas en el párrafo 'Bjemploe*)

H  0  ^  0  4  N & D H

HgC ̂ .OH
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25,000 unidades de deshidrogenasa de fosfato do gliceroi 
(mésoula do conejo)
360 anidados de giicerokiaasa (O, mycoderma),

Reactivo taamdn de trî d.ie4rldo
5, Invadientes reactivos (oA): 0,06% cloruro de magnesio

0,13% ATP 
1,31% NAD

Unidades de lipasa Candida cylindracea (en las cantidades 
10, expuestas en el párrafo 'Ejemplos'),

Ingredientes no.reactivos: Tempanes íosfátieoe
Estabilisantes 
Agente bacterioatátioo

Reactivo INT de tri-f'lieárído 
15, Ingredientes.reactivos (n/v): 0,0̂ % INT

0,00$% PMS
Reactivo diluyante do tri-̂ licdriáo 

EC1 0,1U 
Ejemplos

20, El análisis descrito más arriba se realiad con diferentes
proporciones de las dos lipasas, En el primer grupa de ejemplos, la 
cantidad de lipasa Ehisopus arrhisue so fijd en 40 unidades p. r en­
saya, un ensayo aaalisaado 50^1 por 0,05 mi de suero humano, "3ef, 
med," y "Rof. alto" ge refieren respectivamente a sueros patrán de 

25, referenoia normal y aleado teniendo niveles respectivos de tri*gU*- 
cáridos de 140 mg/dl y de 564 mg/dl, se obtuvieron las extinciones 
siguientes:
EJEMPLO UNIDADES DE CANDIDA EXTINCIONgYLINDRAOEA POR ENSAYO KBP+ HED, REF, ALTO

1 4,2 0,171 0,98611 8,4 0,189 0,645111 . 16,0 0,197 0,676IV 42,0 0,201 0,673V 63,0 0,201 0,677
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3*

10,

15*

20,

25,

30*

La lectura de le curva frente a loa susodichos datos 
permitid optimizar la concentración do Candida oylindracea a 22 uni­
dades por ensayo y con un intervalo preferido de 16 a 40 unidades 
por ensayo, Neto intervalo proferido se fonda en el hecho de que el 
uso do más de 16 unidades permite realizar una hidrólisis subetsa* 
cialmente completa y el uso de más de 40 unidades por ensayo preda*
ce gastos innecesarios*

EU loo ejemplos si dientes* se siguió el procedimiento 
detallado más arriba y la concentración de Candida oylindracea se 
fijó a 22 unidades por ensayo* En loe ejemplos siguientes, se usa­
ron sueros patrón de referencia llamados respectivamente *ref. med*" 
y "ref* alto" teniendo.niveles normal y olevado de tri-gllcórldos
de 140 mg/dl y do 564 mg/dl respectivamente*
EJEMPLO UNIDADES DE RHI30PU8 ARHHIXUS POR B.U8AY0 EXTINCIONREF* M *  REF. ALTO

VI 10 0,111 0,623VII 20 0*138 0,710VIII 38,3 0,180 0,730IX 48,3 0,191, 0,744X 67,6 0,194 0,743
La lectura de la curva permitió optimizar la concentra­

ción de Bhizopus an&izuB a 35 unidades por ensaye, con un interva­
lo preferido de 30 a 50 unidades por ensayo* Este intervalo se fuá*
da en una hidrólisis lo suficientemente completa al extremo infe­
rior y sin incurrir en gastos innecesarios en el extremo superior, 

Se debo preotar atención al término "unidad internacio­
nal", dado que dicha atención suele faltar en la literatura sobre 
patentes* Es el contexto presente, una unidad internacional de ac­
tividad eazimdtica se define por los microaales de producto forma* 
dos por minuto y por miligramo de proteica en la enzima bajo las 
condiciones del ensayo* Asi, las ami gadas internacionales pueden
variar en diferentes análisis de la misma cantidad de lipasa por pg 
so o por volumen* Por ejemplo, una cantidad de lipaoa Bhizopus



8

arrh&gMá producida por la Boehringer {̂ nnhelm Corporation y que con­
tienen, sogán la etiqueta, 66,000 Tmidadeo/al, fuó analisada en loa 
laborutorioe en loa cuales se realisaron los mencionados ensayos y 
se determinaron 98,000 unldades/íal, Factores de conversión, teñios 

5# do cuenta las variaciones de las condiciones del ensayo, p.ej# pre­
sencia do otros encimas o ps diferente, pueden engendrarse fácilmen­
te.

Es do notar que la cantidad do. liyasa Shigopus axrhisus 
requerida en la presente lipasa queda muy reducida frente a la ean- 

10# tidad requerida en una lipasa que cCnsta ánicastente de Rhlsopû
aríhisus* No se comprende el motivo de tul fánonteaogrla presente in­
vención no puedo quedar sujeta a la teoría siguiente. Sin embargo, 
se cree que la lipasa Bhisopus arrhisus ataca las posiciones alfa 
y alfa-primero en la lipoproteíaa de tri-nslicórido, y la lipasa 

15, Oandida cyliadracea ataca la posición beta de dicha lipoproteína.
El tórmino tr-giioórido se usa aquí en el sentido gandrico 

que tiene en la química clínica# Los mono-glicóridos y los di-glicó- 
ridos tambión pueden hldrolisarso* Sin embargo, los tri-glieóridoo 
constituyen la forma principal do ásteres ..ylioófiaadoa de ácidos gt̂  

80* sos en el sueh?* La presente invención es un perfeccionamiento do 
la hidrólisis de las lipoproteínas de los tri-glioóridos* Nó hay 
ninguna intención de limitar el alcance de la invención por el uso 
de componentes particulares de reacción do copulación do colores#
El perfeccionamiento descrito permito hidroligar loe lipoprotoíaas 

25, do tri**glioórido, al mismo tiempo que reduce el costo de un análi­
sis mediante la reducción de la cantidad do Hhigopus arrhioOs requerí.
da# La literatura citada, así como cualquier otra literatura' servi­
rá de guía a los tóenteos para la preparación do otra# variantes
de la presento invención de las cusios no se ha hecho aquí mención

30* específica*
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8$ reivindica como objeto de la presente Patente do In­
vención*

3# 12.-Prooedimiento para el análisis de ios tri-gilcáridoa
en los líquidos acuosos# on ol que ol reactivo utilizado para la 
hidrólisis do un áster glicerinado do ácidos grasos durante un aná- 
lisia del contenido oa dicho áster en un liquide acuoso# y que com­
prende una lipasa# se caracteriza por el hecho de que dicha lipasa 

10# consta de una mezcla de lipasa Rhizopua arrhizus y lipasa Candida 
cylindracea#

22#-Troeedimiento para el análisis do los tri-glieáridea 
en los li¿tuidcs acuosos# segán la reivindicación 1# cuyo reactivo 
utilizado para el análisis do los tri-glicáridoa en el suero# se 

13# caracteriza por el hacho de proporcionar de 10 a $0 unidades de 1&* 
paaa JRhizopaa arrhizua para el análisis do 0#0$ aü. de suero.

H.'-Procedimiento para el análisis do los tri-̂ licáridos 
en los líquidos acuosos# segán las reivindicaciones 1 ó 2# cuyo 
reactivo utilizado# so caracteriza por el hê ho do proporcionar de 

20, 16 a 40 unidades de lipasa Cabida cylindracea por cada 0,05 d  de
suero#

42 #-Trocodimiento para el análisis do los tri-glioáridos 
en los líquidos acuosos# sôyán las reivindicaciones anteriores, que 
se caracteriza por el hecho de utilizar una combinación de reactivos 

23# para, formar un reactivo para la hidrólisis de un áster glicerinado 
de ácidos grasos durante un análisis del contenido en dicho áster 
en un Náuido acuoso# que consta de un reactivo enzimático constitui­
do por lipasa Rhizopua arrhizua# catalizadores de reacción# estabi­
lizante# y un reactivo tampón que comprende lipasa Candida eylindra- 

30# dea#
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5d̂ —Procedimiento po.ra el análisis de los tri-glidóridos 
en los líquidos acuosos, según la reivindicación 4? Que so caracte­
riza por el hecho de que la confinación de reactivos , para analizar 
una solución cenosa que comprende sacro# proporciona 16 a 40 unida-* 

9, des de lipasa Candida cylindraoca por cada 0,03 mi de dicho suero.
ga.-Pyocedimiento paru el análisis de los tri-glicóridos 

en los líquidos acuosos, según la reivindicación 4 ó 5, que se ca- 
re-cterisa por el hecho de que la combinación de reactivos proporciona 
de 30 a 30 unidades de lipasa Rhisopus arrhisus por cada 0,03 a¿l do 

10. dicho suero,
7&t-Prooadin;iea6o para el análisis do los tri-glicóridos 

en los líquidos acuosos, según las reivindicaciones anteriores, cû* 
yo mótodo empleado para el unálisie de un líquido acuoso que contiene 
un áster glicerinado de ácidos grasos, comprendiendo la hidrólisis 

13. de dicho áster para producir glícerol y ácidos grasos libres con li­
pasa y el análisis de la cantidad de glieerol producida, se'carac­
teriza por el hecho de que la hidrólisis de dicho Óster se efectúa 
con una lipona que consta de lipasa Rhiaópua arrhisus y lipasa Can­
dida cylindraeea*

20, 8$.,-Procedimiento para el análisis de los tri-glícáridos
en loo líquidos acuosos, según la MivindicaclÓn 7, que se caracte­
riza por el hecho de que el mó'todp utilizado para analisar dicho . 
líquido acuoso comprendiendo suero, proporciona de 16 a 40 unidades 
de lipasa gandida cylindraeea por cada 0,05 tal de dicha solución 

25. acuosa,
9$.-Procedimiento para el análisis de los tri-̂ licóridos 

en ios líquidos* acuosos, según las reivindicaciones 7 u 8, que se 
Cáraoterisa por el hecho de que el mótelo utilizado para analizar 
una solución acuosa comprendiendo suero proporciona, de 30 a 30 uni* 

30., dados de lipasa Hhlsopua arrhisus por cade 0,0$ mi de dicho cuero.
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lOd̂ -Prooedimiento para @1 análisis da las tri*-gllcáridos 
en los líquidos acuosos, se.gdn las reivindicaciones 8 á 9# que se 
caracteriza por el hecho de que en el ndtodo utilizado el aludido 
líquido acuoso y dicha lipasa se incuban durante diez minutos a

Hd^mocmumuNio PAM si ANA&isis os Lomni^cncmiDOg
EN LOS LIQUIDOS ACUOSOS.

Sean cuales fueren las circunstancias que concurran con 
la eeeacialidad propia de la misma.

Consta la presente Memoria descriptiva de once páginas 
foliadas y mecanografiadas por una sola esrâ

5, 37* <4

Barcelona, 8 agosta 1076
P. A.
COMAS
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