CATEDRA DE BIOQUIMICA Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS
(Prof. De. JUSTING BURGOS GONZALEZ)

GLICOESFINGOLIPIDOS (ceramida-hexdsidos) DE
MUSCULO DE BOVIDO Y CERDO

Por A. Lipez,
T. Roig )
J. Burgos

INTRODUCCION

Los ceramida-hexosidos son un grupo de lipidos polares encuadrados
dentro de los glicoesfingolipidos, constituidos por ceramidas unidas glicosidi-
camente a una o mis moléculas de ghicidos?, .

Las células que constituyen los diferentes tejidos animales contienen tres
grupos caracteristicos de glicoesfingolipidos2,

a)  Glicoesfingolipidos neutros (cerebrosidos) conteniendo uno o mas re-
siduos de glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, N-zeetilgalactosamina,
eted,

b Glicoesfingolipidos, conteniendo fucosa caracterizada por el enlace
terminal de la fucosa a un residuo hidrofibico?.

¢)  Glicoeslingolipidos dcidos (ganghosidos) que se caracterizan por el
tipico residue dcido N-acetilneuraminico en posicién terminals,

En el trabajo aqui descrito se estudian y caracterizan los glicolipidos
presentes en el miasculo Longissimus dorsi (L. D.) de bévidos y cerdos.

MATERIAL Y METODOS

Los miscules L. D. de hividos y cerdos empleados a lo largo del trabajo
se obtuvieron de animales recién sacrificados, y se almacenaron congelados
hasta su extraccion. Tanto los productes guimicos coma los soportes cromato-
grificos fueron suminisirados por MERcK y BDH. Los disolventes empleados
en las extracciones cromatogrificas fueron redestilados antes de su uso. Para
la cromatografia en lase gaseosa se emplearon nitrégeno, hidrégeno y aire de
alto grado de pureza suministrados por la S.E.O.
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Para la extraccion y purificacion del material lipidico se empled el métodn
de Forent.

El fraccionamiento del material asi obtenido se realizo siguiendo esen-
cialmente ¢l método de Vosprek y MARIRE (¥ L

Tanto para la cromatografia analitica como para la preparativa, se em-
plearon laminas finas de silica gel G desarrolladas en diferentes fases moviles
(ver figuras). Para ¢l revelado de la cromatografia se emplearon los siguientes
reactivos: a) Generales: deido sulfirico 50 9% y rodamina 6G. b) Especilicos:
Reactive de ninhidrina®, reactive de dcido sulfirico-antrona y reactivo de
periodato-Schiff?, reactivo de azul de molibdeno'®, reactive de anilina-di-
fenilamina'’.

Las ecromatografias en papel Whatman n." 1 fueron desarrolladas en
direecion descendente, Los cromatogramas se revelaron con el reactivo de
nitrato de plata.

La hidrilisis de los cerebrasidos para la caraclerizacion de sus componen-
tes se realizo por dos métodos distintos:

1.-Hidrolisis dcida con HCl al 5 %, en metanol, calentando a reflujo
durante 6 horas.

9 ~Hidrilisis acida con HCI 2N, en who cerrado, durante 3 horas a
110" C.

El primer método se empled para la caracterizacion de los dcidos grasos,
que se obtienen en forma de sus ésteres metilicos: el segundo para la determi-
nacion de los hidratos de carbono, ya que por ¢l primero se obtienen melilatos.
La destilacion de lus bases nitrogenadas, se efectun sobre el hidrolizado
obtenido por el primero de estos métodos.

Para la determinaciéon cuantitativa de hidratos de carbono; se emplearon
dos métodos distintos: El elorimétrico de Dusois'? y el densimétrico de ROBERT
y REsEL'.

La cuantificacion de las bases nitrogenadas se efectué por ¢l método de
S1AKOTOS ¥ col',

El anilisis de los dcidos grasos se realizé por cromatografia en fase
gascosa, empleando las condiciones descritas por LOPEZ'S.

Las cuantificaciones de los dcidos grasos identificados se efectud si-
guiendo ¢l método de STERN Y SHAFIRO'S.

Para la eromatografia en fase gascosa de las bases nitrogenadas, previa
transformacion de estas en sus irimetilsilil derivados'? se emplearon columnas
de SE30. El gas portador fue nitrogeno.

RESULTADOS
[ —Extraccion y fraccionamiento lipidico

En la tabla n.® 1 se recogen los resultados obtenidos de a extraccion del
misculo Longissimus dorsi de bovino y porcino, asi como los poreentajes que
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representan cada una de las fracciones resultantes de la cromatografia en
columna de dcido silicico de estos extractos lipidicos. La [raccion eluida con

TABLA N.* 1
Contenido on lipidos y fraccionamicnto en columna de deido silicico de los exteactos
lipidivos de Jos misculos L. D, de bavido y cerdo

IPeso mi=cule extraido Extracta lipidicn
- - lr.) T2 sabre mnisculo
Cerdo 1.700 38,7 2.8
Boivido 627 ‘:‘i}.{ f‘g

Fraccionamiento vn columna de dcido silicico

Cloroformae Acetona Ml'mnul.
gr. sobre eF sobre gr. subre i sobre - ur.;m- ..~.-.r.|m-
extracto ealriin extracto extrate extractoe |-‘xlr.
Cerdo 27,7 72,7 (H; 1. RTY o
Bavide 7.1 o84 0.1 I3 "5 30

3.0 30,5

acetona, gue representa el 1.4 % y 1.1 % de los lipidos presentes en el

miisculo L. D. de cerdo y hovido respectivamente contiene los glicolipidos.

H . —Andlisis de la fracciin acetona

Alicuotas de la fraccion eluida con acetona, se someticron a andlisis por
cromatografia en ldmina fina junto con un patrén de ceramida monohexosido
(Sigma). Los cromatogramas obtlenidos se revelaron con los reactivos especifi-
cos para la deteccion de hidratos de carbono (antrona-anilina-Schiff) y la
presencia de fosforo (azut de molibdeno} mostrando dos manchas en cerdo y
una en bévido de Ri0.58 y 0.72, positivas a los hidratos de carbono y negativas
al fasforo. Con el mismo fin y en igualdad de condiciones se analizaron
alicuotas de las fracciones cloroformo y metanol, demostrindose, solamente en
la fraccion metanol, la presencia de compuestos positives al fésfore y negativos
en ambas especies a los hidratos de carbono, confirmandose de este modo que
la fraccion acetona es la portadora de los glicolipidos presentes en el masculo
L. D. de bividos y cerdos.

Hi.—Purificaciin de la fraccién acetona

Con el fin de eliminar material contaminante presente en las fracciones
acetdnicas (Fig. 1A) las muestras obtenidas a partir de los extractos de ambas
especies se purificaron por cromatografia en limina fina preparativa. En Ja
Fig. 1B se presenta una cromatografia en limina fina de las componentes
purificadas,
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r T IV —Estudio de tos glicolipidos purificados de las fraceiones acotona
: [ . e T 2 Oroh . o g ala . . . . A .
‘,f( { al  Acidos grasos: Los deidos grasos presentes en los glicolipidos aislados
] «¢ obtuvieron por hidrofisis (icida a reflujo) y extraccion con hexano del
. g 1 hidrolizado.
& La cromatografia en limina fina (Fig. 2} demostré que algunos de los
5 acides grasos contenian grupos hidroxile. Mediante eromatagrafia en lamina
fina preparativa (diluyente indicado en la Fig. 2} se purificaron ambos grupos
de deidos grasos y se sometieron independientemente a andlisis por cromato-
v grafia en (ase gascosa,
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Cromatografia cn limina fing de las fracciones extraidas con hexane del bidrolizade de los
" glicalipidos purificados.
Figura 1B Revelador: Rodamina 6G.
A-ceramida monohexusido de cerdo. B-ceramida dihexesido de serdo. C-ceramida monohexo-
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Figuras 1A y 1B.~Cromategrafia en limina fina de los glicolipidos prescntes en o fraccidr sido de hovido. D-ester metilico del dcildo hidroxiestedrics, L-ester metilics del dcido palmitico,

acetona antes y despuds de su pusificacion. Fase mavil: Cloroformo-metanol-agua {65-25-4).
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La tabla 2 recoge los dcidos grasos presentes 'y el porcentaje que estos
representan en cada uno de los glicolipidos aislados (2 en cerdo y 1 en el
ganado bovino). La relacion porcentual existente enlre muesiras purificadas,
de los glicolipidos de cerdo y bovido se recogen en la Tabla 3.

b} Bases nitrogenadas: Para el estudio de las bases nitrogenadas que
forman parte de los glicolipidos aislados, se extrajo con cloroformo el residuo
de la extraccion con hexano del hidrolizado acido obtenido por ebullicién a
reflujo. Los extractos se analizaron por cromatografia en limina fina de silica
gel, junto con patrones de bases nitrogenadas conocidas: las ldminas se revela-
ron con ninhidrina obscrvindose la presencia en los tres glicolipidos de una

TABLA N.» 2
Porcentaje de dcidos grasos normales presentes en las ceramidas-hexasidos del
muscalo L. D. de hévido y eerdo

Ceramida monn Ceramida mono Ceramida diliex-

lverx. bsvidde hex. cerdo oside cerdo

C-10 traza 0,78 1,03
C-12 1.7 2,1 1,1
C-14 7,2 2,7 3.2
C-l4:2 - 0.3 -
C-16 26,5 10,8 29.6
C-16:1 3.3 1.5 trazit
C-16:2 trazi truza traza
C-17 traza traza triza
C-18 473 353 52,1
C-18:1 6,0 16,1 0,6
C-18:2 3.1 17,9 [ ]
C18:3 4,7 23 2,03
C-20 traza 0.8 0.8
C.22 traza traza traza
Nao ident. - 2.1 04

TABLA N.” 2 bis
Porcentaje de hideoxidcidos grasos presenles en las ceramidas-hexdsidos del misculo
L. D. de bovido y cerdo.

Ceramida mono Ceramida mono Ceramida dibex-
hex. bavido hex, cerdo osido cerda
C-18 100 100 3,6
C-18: - traza traza
C-20 - - 1.5
c-22 - 9.0
Nao identif. (1) - - 12,8
Mo identifl, (2) - - 67,1
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TABLAN." 3
Contenido en acidos geasos normnles e hidroxidcidos de las ceramidas hexdsidos iel
musculs L. D. de bavidoe y cerdo

(:rraminla‘n o Ceeamida mona Ceramida di
hex. havide hex. cerdo hex. cerdo
Hidroxide. grasos 45,3 % 33,3 43,7 %
Acidos grasos
normales 54,7 %2 66,6 T 56,3 ¢

sola base nitrogenada de Ri igual al de la esfingosina. La identidad fue
confirmada por cromatogralia en fase gascosa.

¢) Hidratos de carbono: El andlisis cualitativo y cuantitativo de los hidra-
tos de carbono presentes en los glicolipidos aislados se realizo tras eliminar,
del hidrolizado en wbo cerrado, el HCl por evaporacién a vacio hasta seque-
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Figura 3

Cromatografia en papel descendente del extracto acuoso del hidrolizado de cada uno de los
gliculipidos idemtificados, junto con patrenes de monosacdridos.

Fase mavil: n-Butanol-piridina-agua (6 /4 {3).

Revelador: Nitrato de Plma.

A-glicerol; B-manosa; Coglucusa; D-galactosa: F-lraccidn acuosa de las ceramidas-hexosidus
de bovido: G-fraccion acuosa de las ceramidus-monohexnsidos de cerdo; E-fraceion acuosa de las
cerdmicas dibexdsidos de cerdo.
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dad y disolucion acuoesa del residuo. Alicuotas del extracto acuoso (ueron
cometidas a andlisis por cromatografia en papel descendente junto con patro-
nes de monosacaridos, Los resultados obtenidos (Fig, 3) demuestran que los
hidratos de carbono presentes en los tres glicolipidos son glicosa 'y salactosa,
En la Tabla 4 figura el contenido total en hidratos de carbono en cada uno de
los glicolipidos. El cileulo del porcentaje que representun la glucosa y galac-
tosa en cada uno de ellos se realizo por densitometria.

En la Talda 5 se muestra la relacion molar existente entre las bases
nitrezenadas, hexosas 'y cidos grasos en cada uno de los glicolipidos identifi-

cados.

TABLA N.* ¢4
Contenidoe en glucosa y galactosa de Ins cernmidas-hexosidos del musculo L, D, de
bavido ¥y cerdo

Ceramida mona Ceramida mono Ceratnida dibex
hex. bivido hex. cerdo asido cerlo
Glucosa 8.8 9.5 7 12
50,5 % 08 “c

Cralaclesa 61.2 ¢

TABLA NS
Relucion molar entre los dcidos grasos, hexasas y bases pitrogemudas de las
coramidas-hexasidos del misculoe L. D. de havide ¥y cerdo

Ceramida mon- Ceramilda moneo Corntida dibexisido
hexssido de buvido lrexasighn de erpilo cerde
poles de dcidos grasos 0,052 0,038 0.021
gmoles de hexosas 0.05 0.04 0.0
pmoles de hases nitrogenadas 004 004 0,015
DISCUSION

Las ceramida hexosidos han sido ampliamente estudiadas durante los
gltimos afios en una gran variedad de tejidos, tanto de erigen animal como
vegetal?,

Trabajos recientes'® ponen en maniliesto que el establecimiento del ©n-
lace glucosidico a través del que se une la poreion glucidica tiene lugar una vez
sintetizada la correspondiente ceramida.

En el suero animal son especialmente abundantes en el tejido cerebral e
intestino?; se han aislado también de la leche.

El contenido en glicidos difiere con la especie y ¢l tejido de procedencia.
Asi en los bavidos los procedentes del cerebro contienen glucosileeramidas'®:
¢l intestino del cerdo ceramidas glucosidos, galactosidos y digalactoditos?, los
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presemtes en la membrana del globulo graso de la leche de bavido son mono-
clucosileeramidas y galactoghicosileeramidas?®: y los del miascudo aqui estu-
diado son monoglucosil y monogalactosil ceramidas en los bovidos: en el
misculo del cerdo monogucosil y monogalactosil ceramidas y ceramidas dilie-
xosidos contenienda glhicosa y galactosa.

Diferencias simiares se dan en el contenido en acidos grasos. En el
cerebro de bovido' las ceramidas hexosidos comtienen C16, C18, y €20
fundamemalmente, mientras que en el globulo graso de la leche de bavido son
¢l C16, C22 y C24 los componentes mayoritarios. Por el contrario en cera-
midas-hexostdos del riion humane?? el 17 % de los dcidos grases contienen
grupos hidroxi. -

Los dcidos grasos de las ceramidas hexosidos por nosotros estudiados,
muestran importantes diferencias, sobre todo en el contenido en dcidos grasos
con grupos hidroxi,

La diferencia mds signilicativa entre las ceramidas hexosidos del misculo
de cerdo ¥ bavido se refieren de un lado a la existencia en el del cerdo de
ceramida dihexosido que falta en el de los bavidos y de otro al contenido en
acidos grasos con grupos hidroxi.

Es posible que un estudio mas detallado de las ceramidas hexosidos del
masculo permitiera utilizar estos compuestos para la deteceion del origen de
una carne.

RESUMEN

Se han estudiade la composicion en glicolipidos del miseulo L. dorsi de
cerdo y bivido. Se han detectado solamente ceramidas hexosidos. El misculo
de cerdo contiene ceramida monohexosidos y dihexosidos: el de hovido sélo
monohexosidos,

La base nitrogenada de las tres ceramida hexosidos es esfingosina: glu-
cosa y galactosa son los hidratos de carbono presentes y come idcidos grasos
contienen con y sin grupos hidroxi.

SUMMARY

The glycolipid composition of pig and beef L. dorsi have heen studied.
Only ceramide hexosides have been found. Pig muscle contains hoth ceramide
munohexosides and ceramide dihexosides: beel only monohexosides.

The long-chain basis of three ceramide hexosides is sphingosine; their
carboliydrate moiety is composed of glucose and galactose and their fatty acids
of normal and hydroxy acids.
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